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RESUMO

Introducéo: O virus sincicial respiratorio (VSR) é um importante agente etiolégico de
infeccbes respiratérias agudas, prevalente entre criangcas com até dois anos de
idade e geralmente associado a casos de bronquiolite e pneumonia. O VSR € um
paramyxovirus, possui uma fita simples de RNA com 10 genes que codificam 11
proteinas, classifica-se em dois grupos, A e B. Um dos principais fatores que
contribuem para as epidemias pelo VSR é a variabilidade genética das proteinas de
superficie F e G, que séo responséaveis pela adeséo e entrada do virus nas células
hospedeiras. Este estudo relata o perfil da variabilidade genética, clinica e
epidemiologica do VSR detectado em pacientes pediatricos internados em um
hospital de ensino de alta complexidade, no Sul do Brasil. Métodos: Este € um
estudo transversal que analisa amostras de pacientes pediatricos atendidos de julho
de 2011 a maio de 2013. Dados clinicos, demograficos e epidemiolégicos foram
avaliados por revisdo de prontuarios clinicos. Amostras positivas para VSR foram
analisadas por RT-PCR convencional para amplificacdo dos genes G e F e foram
subtipadas por meio de sequenciamento nucleotidico. Resultados: Um total de 70
amostras positivas para VSR foram analisadas, sendo 55 (78,6%) do grupo A e 15
(21,4%) do grupo B. Quarenta e oito (68,6%) delas apresentaram monoinfeccéo e 22
(31,4%) coinfeccéao viral. A média de idade foi de 6 meses (IQR 2; 11), e 54,3% dos
pacientes eram do sexo feminino. Onze pacientes apresentaram comorbidades entre
a populacédo estudada. Febre, esforco respiratorio, necessidade de oxigénio e uso de
antibiético foram observados para a maioria dos pacientes. Nove criancas
precisaram de cuidados intensivos e uma paciente faleceu devido a outros fatores
ndo relacionados com a condigdo respiratoria. Entre as amostras do grupo A, 27
(27168, 39,7%) relacionaram-se com o genoétipo ON1, que possui a insercdo de 72
nucleotideos na segunda regidao variavel do gene G. Entretanto, todas as amostras
do grupo B (15 amostras) relacionaram-se com o genétipo BA-like, que possui a
insercdo de 60 nucleotideos na segunda regido hipervariavel da proteina G. Os
gendtipos encontrados na populacédo estudada foram: ON1, NA1, NA2 e GA5 para o
grupo A e BA-like para o grupo B. Concluséo: Nao foi observada associagéo entre
casos graves e a presenca de mono ou coinfeccdo, nem em relacdo ao grupo do
VSR. Porém guando sdo comparadas amostras pertencentes aos genétipos ON1 e
BA-like que possuem insercdo de nucleotideos, com aquelas sem a insercao,
observa-se uma diferenca significativa com maior frequéncia de doenca grave -
definidos como aqueles casos que necessitam de ventilagdo mecéanica invasiva,
internamento em UTI e/ou Obito T entre os pacientes infectados com as variantes
que apresentavam insercdo de nucleotideos. Estes achados contribuem para uma
melhor compreensdo sobre a dinamica das infeccbes por VSR na populacdo
pediatrica e os fatores associados com a gravidade da doenca.

Palavras-chave: Virus sincicial respiratério humano. Epidemiologia molecular.
Genatipos. Infecgbes respiratorias. Infec¢des por virus respiratorio
sincicial.



ABSTRACT

Background: Human respiratory syncytial virus (hRSV) is a major etiologic agent of
acute respiratory infections. It is highly prevalent among children until two years old,
and wusually associated with bronchiolitis and pneumonia. The hRSV, a
paramyxovirus, has a single strand RNA with 10 genes, which codifies 11 proteins,
and is classified into two groups, A and B. An important factor that contributes to
hRSV outbreaks is the surface proteins F and G genetic variability, which are
responsible for entry and dissemination of the virus in the host cells. This study
reports genetic variability, clinical and epidemiological profile of hRSV detected in
pediatric patients admitted to a highly complex teaching hospital, in Southern Brazil.
Methods: This cross-sectional study included samples from pediatric patients
attending from July 2011 to May 2013. Clinical, demographic, and epidemiological
data were evaluated by review of medical records. hRSV positive samples were
analyzed by conventional RT-PCR to amplify the G and F genes, and subtyping was
carried out by nucleotide sequencing. Results: A total of 70 hRSV positive were
analyzed, being 55 (78.6%) type A and 15 (21.4%) type B. Forty-eight (68.6%) of
them presented viral mono-infection, and 22 (31.4%) viral co-infection. The median
age was 6 months (IQR 2; 11), and 54.3% of patients were female. Eleven patients
had co-morbidities among the study population. Fever, respiratory distress, oxygen
therapy and antibiotic use were reported for the majority of patients. Nine children
needed intensive care, and one patient died due to other factors unrelated to the
respiratory condition. Among the samples of group A, 27 (27/68, 39.7%) correlated
with the genotype ON1, which has the 72 nucleotide insertion in the second variable
region gene G. However, all samples of group B (15 samples) were related to the BA-
like genotype, which has the 60 nucleotides insertion in the second hypervariable
region of the G protein. The genotypes found in this study were: ON1, NA1, NA2 and
GA5 for group A and BA-like for group B. Conclusion: There was no association
between severe cases and the presence of mono- or coinfection, even compared to
the group of hRSV. However, the comparison between samples belonging to
genotypes ON1 and BA-like insertion having nucleotide sequences and those without
the insertion, showed a significant difference with presence of sever disease -
defined as those cases that require invasive mechanical ventilation, hospitalization in
ICU and/ or death - among patients infected with viral variants presenting nucleotides
insertion. These findings provide new information about the molecular epidemiology
of circulating hRSV among hospitalized pediatric patients, which contributes to a
better understanding of the factors associated with the severity of this disease among
these patients.

Key words: Human respiratory syncytial virus. Molecular epidemiology. Genotype.
Respiratory tract infections. Respiratory syncytial virus infections.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes respiratorias virais representam um importante problema de
salude publica pela sua ocorréncia mundial, facilidade de disseminacdo na
comunidade e relativa morbidade e mortalidade (FARIA, 2012).

Em pacientes pediatricos, as infec¢des por virus respiratérios (VR) sédo as
principais causas de morbidade, necessitando hospitalizacéo, resultando em altos
gastos para a familia e a sociedade (QUAN et al., 2007; LAMBERT et al., 2008).
Estas infec¢gbes sao responsaveis por 1 a 3% da mortalidade entre criancas menores
de cinco anos de idade em paises industrializados e de 10 a 15% em paises em
desenvolvimento (QUAN et al.,, 2007). Estima-se que anualmente morrem
aproximadamente 5 milhdes de criancas por infeccdes respiratorias de origem viral
(FARIA, 2012).

Os agentes etiolégicos virais mais frequentes envolvidos com as infec¢bes
do trato respiratério (ITR) sdo: virus sincicial respiratorio (VSR), virus influenza tipo A
(Flu A), influenza tipo B (Flu B), adenovirus (AdV) e virus parainfluenza (PIV) tipos 1,
2, 3 e 4. Esses virus sao responsaveis por diversas manifestacdes clinicas que
incluem elevado comprometimento do trato respiratorio inferior (SYRMIS et al.,
2004). Recentemente, outros agentes etiolégicos associados com infeccao
respiratoria aguda (IRA), como o metapneumovirus humano (hMPV) tipo A e B
(RAMIREZ et al., 2014), o coronavirus humano OC43 e HKUI1 (CoV), o bocavirus
humano (HBoV), o Kl poliomavirus (KIPyV ou KIV)! e WU poliomavirus (WUPyV ou
WUV)?e o parechovirus humano (HPeV) foram descritos (COYLE et al., 2004).

Muitos estudos relatam que o VSR é o principal patdgeno causador de
doencas do trato respiratorio inferior durante a infancia, principalmente em menores
de dois anos de idade (CRUZ, 1998; FALSEY; WALSH, 2000; COLLINS; CROWE
JUNIOR, 2007; POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011) e um importante agente viral em
pacientes imunocomprometidos e idosos (CANE, 2001; REIS, 2006; PIEDIMONTE;
PEREZ, 2014; TAPIA et al., 2014; NOLAN et al., 2015). Paris (2012) comenta em

! KIPyV ou KIVi Nomenclatura proposta por Allander et al. (2007) para Kl polyomavirus, considerado
o0 terceiro Polyomavirus Humano.
2 WUPYV ou WUV 1 Descrito por Gaynor et al. (2007), que detectaram a presenca de um DNA

apresentando similaridade com os outros tipos ja descritos de poliomavirus, em amostras de ANF.
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sua dissertacdo que dados americanos do final da década de 90 estimavam 100.000
hospitalizagbes e 4.500 mortes relacionadas ao VSR anualmente, o que geraria um
gasto superior a 300 milhdes de ddlares por ano.

Esse agente patogénico € peculiar entre os que causam doencas
respiratorias, ndo sO por causar sérios problemas de saude a criancas, mas devido
as suas proteinas estruturais que possuem caracteristicas de alta variabilidade
genética, como no caso das proteinas glicosiladas de superficie G e F, sendo a G
com as maiores taxas de modificacdo (TAPIA et al., 2014).

A investigacéo das infec¢cdes causadas pelo VSR pode fornecer informacoes
sobre a evolugdo e a variacdo genética apresentada por este virus no decorrer dos
anos, facilitando assim, o entendimento das respostas imunoldgicas apresentadas e
justificando o fato de ocorrerem reinfeccfes. Embora ja esteja estabelecido que a
infeccdo priméria pelo VSR desencadeia uma resposta imune fraca, existem poucos
dados em relacdo a novas infecgcbes nestes pacientes, assim como o estudo de
reinfeccdes em criancas imunodeprimidas, sendo outra questdo importante para a
qual h& pouca informacéo disponivel (ARBIZA et al., 2006).

Dada a relevancia desse virus entre as infec¢des respiratérias da infancia,
conhecer a dindmica da distribuicdo dos gendétipos virais durante distintos periodos
de circulacdo e avaliar o seu impacto clinico agregara novos elementos que
possibilitardo o desenvolvimento de pesquisas, visando 0 avanco de estratégias para

o controle desta doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a epidemiologia molecular do VSR em pacientes pediatricos
hospitalizados com infec¢Bes respiratorias no periodo de julho de 2011 a maio de
2013.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Padronizar a técnica de RT-PCR convencional para amplificacdo dos genes
que codificam as proteinas G e F do VSR, utilizando a metodologia de Taguchi;

1  Avaliar o impacto das infecgbes por VSR em pacientes hospitalizados com
infeccbes respiratorias, comparando os dados clinicos e laboratoriais com os
diferentes gendtipos detectados;

1 Comparar as caracteristicas genotipicas do VSR detectados em mono e
coinfeccoes;

1  Verificar os genétipos predominantes entre as amostras em estudo e
correlacionar com o padrao de circulacao viral nas diferentes regiées do Brasil

e do mundo, conforme descrito na literatura.
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3 JUSTIFICATIVA

O VSR apresenta uma importante incidéncia na populacdo pediatrica
atendida no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR),
onde anualmente observa-se significante circulacdo desse agente viral. Diversos
estudos relatam uma alta frequéncia de modificacbes genéticas em suas proteinas
externas, principalmente a glicoproteina G, sendo provavelmente um dos fatores
responsaveis pela manutencdo da circulacdo destes patdogenos na populacéo
pediatrica, além de apresentar uma potencial associacdo com maior gravidade em
alguns anos. A implantacdo de metodologias que diferenciem os tipos e genétipos
de VSR permitirA conhecer a epidemiologia molecular destes virus identificados
nesta instituicdo, além de avaliar seu impacto na saude da populacédo pediatrica ali

atendida.



21

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO i HISTORICO

O VSR foi isolado pela primeira vez por Morris, Blount e Savage (1956) em
um chimpanzé de laboratério, que durante uma epidemia apresentou sintomas de
doenca respiratoria. A epidemia aconteceu em outubro de 1955, no Walter Reed
Army Institute of Research, Washington, D.C. (EUA), em 20 chimpanzés sadios que
tinham entre 15 a 20 meses de idade. Os sintomas respiratérios da doenca
caracterizavam-se por tosse, espirros e secrecdo nasal purulenta (MORRIS;
BLOUNT; SAVAGE, 1956).

A amostra coletada de um desses chimpanzés doentes foi inoculada em
cultura de células hepéticas causando alteracbes (arredondamento, granulacao,
desprendimento das células da parede do tubo) e morte celular apés oito dias da
inoculacdo (MORRIS; BLOUNT; SAVAGE, 1956). O material isolado foi inoculado
em diversos animais de laboratério, como ratos, hamsters, coelhos, porquinhos-da-
india e ovos embrionados, porém somente os primatas desenvolveram os sinais da
doenca (MORRIS; BLOUNT,; SAVAGE, 1956; CHANOCK; FINBERG, 1957a).
Inicialmente (CHANOCK; ROIZMAN; MYERS, 1957b) esse virus foi chamado de
Chimpanzee Coryza Agent (CCA).

No ano seguinte, um virus semelhante foi isolado em duas criancas, uma
com pneumonia e outra com laringotragueobronquite, em Baltimore, no estado de
Maryland (EUA), quando foi observada sua caracteristica em produzir sincicios em
cultivo celular, resultante da fusdo de células infectadas, formando assim, uma célula
multinucleada. Apos este episédio, 0 nome Chimpanzee Coryza Agent foi substituido
e deu-se ao virus a presente designacdo fvirus sincicial respiratorioq por refletir
afinidade pelo trato respiratério e por sua habilidade em formar sincicios
(CHANOCK; FINBERG, 1957a; CHANOCK; ROIZMAN; MYERS, 1957b).

Estudos sorolégicos realizados na época indicaram que a maioria das
criangas em Baltimore ja havia sido infectada com VSR antes dos quatro anos de
idade (CHANOCK et al., 1962). Outros estudos realizados em varias partes do
mundo mostraram que o VSR estava associado com doencgas do trato respiratorio
inferior, como pneumonia e bronquiolite. Posteriormente foi evidenciado que o VSR

era o principal patdégeno de doencas do trato respiratorio inferior durante a infancia,
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porém também podia infectar e causar doenca em individuos de todas as idades,
levando & doenca respiratoria severa em idosos e imunocomprometidos (FALSEY;
WALSH, 2000; COLLINS; CROWE JUNIOR, 2007; PARIS, 2012; NOLAN et al.,
2015).

No Brasil, o virus foi isolado pela primeira vez por Candeias em 1964
(CANDEIAS, 1967). Foram estudadas 24 criangcas hospitalizadas com quadro
respiratorio agudo. Desse total, 0 VSR foi isolado em quatro amostras, uma crianca
com broncopneumonia e desnutricdo, de trés meses de idade; duas com
broncopneumonia e bronquiolite, com trés dias e trés meses de idade,
respectivamente; e uma com broncopneumonia, com 45 dias de idade. A
confirmacédo do isolamento em cultura de células foi feita por prova de neutralizacéo,
utilizando um soro padrdo (CANDEIAS, 1967).

4.2 ASPECTOS VIROLOGICOS
4.2.1 Classificacdo

Com base em sua morfologia, o VSR € membro da Ordem Mononegavirales,
familia Paramyxoviridae, sub-familia Pneumovirinae e género Pneumovirus, o qual
também engloba o virus sincicial respiratério bovino e o virus da pneumonia de
camundongos (ICTV, 2006; COLLINS; CROWE JUNIOR, 2007; HOWLEY, 2007),
sugerindo que pode ter acontecido mudancas de hospedeiros entre essas espécies
durante a evolucado desse virus (FIGURA 1). O VSR constitui espécie-tipo® dentro do

género Pneumovirus (REIS, 2006).

3 Espécie-tipo: espécie cujas caracteristicas sdo fixadas como padrdo para um género. Fonte:
DICIONARIO DA LINGUA PORTUGUESA, 2003 -2015.
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FIGURA 1 - TAXONOMIA DO VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO
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FONTE: MACHADO (2012).

O VSR é labil, sendo sensivel a extremos de temperatura e pH, bem como a
detergentes. A 55°C é rapidamente destruido e a 37°C por 24h, somente 10% de
sua infectividade permanece. Apds armazenamento a 4°C por uma semana, apenas
1% de sua infectividade é preservada (WALSH; HALL, 1989; HOWLEY, 2007).

4.2.2 Estrutura

O VSR apresenta estrutura pleomorfica, com morfologia esférica irregular,
podendo também apresentar-se com formas filamentosas longas (NORRBY;
MARUSYK; ORVELL, 1970), possuindo envelope. Os VSR humano e animal
pertencem ao mesmo género e familia (FIGURA 1), mas sao espécies diferentes
(WALSH; HALL, 1989; HOWLEY, 2007). A semelhanca de outros membros da
familia Paramyxoviridae, esse virus € composto por um invélucro que envolve um
nucleocapsideo helicoidal que contém o RNA linear de cadeia simples, de polaridade
negativa, ndo segmentado, com 15.222 nucleotideos (NASCIMENTO, 2006), que
codificam 11 proteinas, pesando aproximadamente 5x10° daltons (HUANG; WERTZ,
1982).
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Na FIGURA 2 observam-se as representacdes da estrutura com suas
proteinas identificadas e o genoma do VSR, com 0s genes destacados por cores
diferentes. A representacdo esquematica da estrutura e do complexo da

ribonucleoproteina do VSR pode ser visualizada na FIGURA 3.

FIGURA 2 - ESTRUTURA E ESQUEMA DO GENOMA DO VSR
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FONTE: Modificado de FARIA (2012).

FIGURA 3 - ESTRUTURA DO VSR E COMPLEXO DA RIBONUCLEOPROTEINA

Proteina da matriz(m)

Proteina “

de fusao (F) G \ ~

Proteina
de adesdo(G)

3.

RNA
Fosfoproteina(P)

FONTE: Modificado de HABCHI; LONGHI (2011).



25

O virion possui didmetro variavel entre 12 e 15 nandmetros (nm) e sua
estrutura final envelopada apresenta entre 150 a 300 nm (COLLINS; CROWE
JUNIOR, 2007).

4.2.3 Estrutura Genbmica

O VSR possui 10 RNAs mensageiros (MRNA) subgenbémicos. Cada um
possui uma ORF (Open reading frame), exceto o M2, o qual possui duas ORF, que
codificam as proteinas M2-1 e M2-2 (REIS, 2006).

A por-«o0o 306 do RNA gen®'mico consiste d
nucleotideos (regiao leader). Esta regido € seguida por 10 genes na seguinte ordem:
3 ?NS1,NS2, N, P, M, SH, G,F, M2e L 506, repr e skGURA 4 onsle as a
proteinas estdo destacadas em vermelho e os genes em verde. O gene L é seguido
de uma regido extragénica de 155 nucleotideos, que é mais tolerante a insercéo ou

delecao de nucleotideos.



FIGURA 4 - MAPA GENETICO DO VSR
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Human respiratory syncytial virus, complete genome
NCBI Reference Seauence: NC 001781.1
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FONTE: Adaptado do NCBI (2014).

NOTA: Func&o das proteinas apresentadas na figura foram retiradas de ELANGO et al. (1986); COLLINS; CROWE JUNIOR (2007).

LEGENDA: NS1 e NS2i antagonizar o interferon;
N e P11 cofatores da enzima RNA polimerase;
M1 auxilia na penetracéo e inibe a transcri¢cdo da célula;
SH 1 auxilia na fus&o e inibe 0 TNF-U ;
G 1 responséavel pela adeséo a célula;
F i responsavel pela fusdo a célula;
M2 regulatéria e propagagéo viral;
L 7 maior subunidade da enzima RNA polimerase.


http://h)adaptado/
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O VSR apresenta as proteinas ndo estruturais, designadas NS1 e NS2, e as
estruturais, das quais trés séo proteinas de superficie transmembrana (F, G, SH),
sendo a F e a G as mais antigénicas e que normalmente sdo escolhidas para os
estudos de ensaios de vacinas e/ou desenvolvimento de novas drogas antivirais
(ELANGO et al., 1986; WERTZ et al., 1987).

Duas outras proteinas estdo presentes na matriz do virus e sdo conhecidas
por M e M2-1, trés estdo associadas ao RNA gendmico para formar o
nucleocapsideo viral (N, P e L), como visto na FIGURA 3, e uma é regulatoria (M2-2)
(FALSEY; WALSH, 2000; COLLINS; CROWE JUNIOR, 2007).

Uma das fungbes das proteinas ndo estruturais NS1 e NS2 consiste em
antagonizar as respostas antivirais induzidas pelo interferon. J& as proteinas
estruturais de superficie F, G e SH, desempenham o0s seguintes papéis: a
glicoproteina G, é responsavel pela adesdo do virus a célula hospedeira, a
glicoproteina F auxilia na fusdo e penetracdo do virion na célula e promove a fuséo
de células hospedeiras infectadas para facilitar a transmissdo célula a célula,
formando sincicios; e a proteina SH (pequena hidrofobica) ainda ndo apresenta
fungdo esclarecida, acredita-se que auxilia na fuséo e iniba o fator de necrose
tumoral i alfa (TNF-U ) A proteina da matriz, proteina M, auxilia a penetragéo viral e
inibe a transcricdo da célula hospedeira, e a proteina M2-1 promove a propagacéo
viral. Finalmente as proteinas associadas ao RNA, proteinas N e P atuam como
cofatores da enzima RNA polimerase RNA dependente (RpRd) e a proteina L € a
principal e maior subunidade dessa enzima (FARIA, 2012; MACHADO 2012).

4.3 CICLO REPLICATIVO DO VIRUS

A adsorcdo do virus a célula é mediada pela ligacdo da glicoproteina G a
receptores celulares ¢ o mo heparaf sulfate-like moieties (proteoglycans)d na
superficie apical das células epiteliais (TAPIA et al.,, 2014). Ap0s a adesdao, a

glicoproteina F promove a fusdo do invélucro viral a membrana celular da célula

4 Heparan sulfate-like moieties (proteoglycans) ou proteoglicanos de heparam sulfato: sé&o

encontrados na superficie celular e na matriz extracelular em todas as espécies animais. Possuem
papel na sinalizacéo celular levando a fosforilagcdo de diversas proteinas citosélicas, culminando na
regulacdo génica. Fonte: DREYFUSS et al., 2009.
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hospedeira, este processo promove a introducdo do nucleocapsideo viral ao
citoplasma. A replicagcdo inicia-se com a transcricio do genoma viral pela
polimerase e a montagem do nucleocapsideo acontece no citoplasma, em etapas
distintas. No inicio, ocorre uma associacado da proteina N ao genoma, formando-se
o complexo ribonucleoprotéico (RNP), subsequentemente as proteinas P e L
associam-se ao complexo formando o nucleocapsideo. A proteina M direciona o
nucleocapsideo as regides da membrana celular que alcancam a superficie viral,
para que o virus adquira o invélucro proteico na superficie da célula hospedeira.
Apbs esse processo, a particula viral € liberada para o meio externo, fenémeno
conheci do ¢ o mo combabsetvadora FIGORA 5 (FARIA, 2012).

FIGURA 5 - ELETROMICROGRAFIA DA PARTICULA VIRAL DO
VSR NA MEMBRANA DA CELULA HOSPEDEIRA
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FONTE: LAMARAO (2011).

In vitro, o VSR replica-se numa variedade de células, como A549 (carcinoma
de pulmdo humano), HEp2 (carcinoma epitelial de laringe humana), HelLa
(carcinoma epitelial de cérvix humano) e NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoéide de
pulm&o humano) (REIS, 2006), no entanto, em seres humanos a replicacdo parece
estar restrita as células epiteliais respiratérias, porém antigenos virais podem ser

encontrados em células ciliadas e também na submucosa (FARIA, 2012).
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4.4 CARACTERIZACAO ANTIGENICA

Além de atuarem no ciclo replicativo viral, as proteinas N, F e G, possuem
caracteristicas genéticas e antigénicas particulares que distinguem varios genotipos
de VSR (MARTINELLO et al., 2002).

Por ndo apresentar um genoma segmentado, este virus ndo tem a mesma
capacidade de recombinacdo dos segmentos gendémicos que o virus influenza, no
qual ocorrem os shifts antigénicos, responsaveis pelas pandemias. Contudo, como
todos os virus de genoma RNA, o VSR tem a capacidade de fazer pequenas
mutacdes genbmicas, devido a impossibilidade da RNA polimerase realizar correcao
e edicdo da fita replicada (COLLINS; CROWE JUNIOR, 2007).

Coates, Kendrick e Chanock (1963), foram os primeiros a observar as
diferencas antigénicas do VSR entre duas amostras analisadas, identificadas como
A-1 (isolada em Melbourne, Australia, em 1961) e Long. Em um estudo seguinte,
Coates, Alling e Chanock (1966) observaram diferencas antigénicas entre outras
amostras virais, Long e CH18537.

A cepa Long foi isolada em Baltimore, em 1956 de uma crianca com
pneumonia, enquanto a cepa CH18537 foi isolada em 1962 de uma crianga com
doenca do trato respiratorio superior. Ambos os estudos usaram a reacdo de
neutralizacdo com soro de animal hiperimune (coelhos ou cobaias). Nestes estudos
demonstrou-se que a amostra A-1 ndo era neutralizada pelo soro preparado com a
amostra Long ou CH18537 (COATES; KENDRICK; CHANOCK, 1963), sugerindo
assim, que diferentes variantes poderiam estar circulando simultaneamente na
mesma populacéo (REIS, 2006).

Com o surgimento dos anticorpos monoclonais (MAbs) essas diferencas
antigénicas mostraram-se mais definidas (GIMENEZ; CASH; MELVIN, 1984;
ANDERSON et al., 1985). Esta variabilidade antigénica pode ser visualizada pelas
diferencas de titulos de anticorpos neutralizantes, mostrando serem mais
especificos.

Levando-se em consideracao a reatividade com um painel de MAbs, dividiu-
se 0 VSR em dois grupos antigénicos A e B ou 1 e 2 (ANDERSON et al., 1985;
FARIA, 2012), tendo como referéncia para o grupo A, as cepas A2 e Long e para o
grupo B, CH18537 (ANDERSON et al.,, 1985; MUFSON et al., 1985) e Sw8/60
(SULLENDER, 2000; PERDIGAO, 2009).
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Estudos prévios mostraram que o dimorfismo antigénico entre os grupos A e
B € maior na glicoproteina G, apresentando em torno de 50% de variabilidade entre
os aminoacidos (MACHADO, 2012), conferindo vantagem para o virus em termos de
evasao da resposta imune pré-existente (REIS, 2006).

O padréo de circulacdo dos tipos A e B aparece com grande variagdo entre
regibes e anos distintos. Varios estudos demonstram que os dois tipos tém circulado
concomitantemente em muitas epidemias em diversas regides do mundo, com
predominéancia de um deles (MUFSON, 1987; HENDRY; PIERIK; MCINTOSH, 1989;
REIS, 2006; SIMABUCO, 2008).

Estudos epidemiolégicos desenvolvidos em paises do hemisfério norte
mostraram que as infec¢cdes pelo subtipo A sdo mais graves e ocorrem mais
frequentemente, embora possam circular juntas durante a época epidémica.
Também observaram a circulacdo de mudltiplos gendtipos dentro de cada subtipo
com substituicdo do gendtipo dominante a cada ano (CRUZ, 1998; FARIA, 2012).

Embora a variagcdo antigénica ndo seja essencial para a ocorréncia de
reinfeccdes, pode contribuir para que isso aconteca, uma vez que permite a evasao
imune. Sabe-se que uma infeccdo priméaria apenas fornece uma protecdo parcial
para infeccdes subsequentes, pois € de curta duragcdo, sendo comuns as reinfec¢des
ao longo da vida, mesmo que a primeira tenha sido grave (FARIA, 2012).

Mufson et al. (1987), realizaram um estudo com criangas que haviam se
reinfectado com o VSR no periodo de um ano e nenhuma delas desenvolveu doenca
respiratéria grave durante a segunda infeccdo, concluindo também nao existir
diferencas entre a imunidade conferida pelo tipo A e tipo B (MUFSON et al., 1987).

Para verificar as respostas imunes as vacinas e fazer outros ensaios, alguns
animais sao utilizados como modelo para infeccdo pelo VSR, como no caso de
roedores (ratos e porquinhos-da-india), animais de grande porte (bovinos e ovinos),
primatas ndo-humanos (chimpanzés, macacos verdes africanos, babuinos) e outros
como o furdo e a chinchila (GRAHAM, 2015).

Em seu artigo, Graham (2015) relata que utilizando esses modelos animais
demonstrou-se que a imunidade contra a glicoproteina F proporciona uma maior
protecdo contra a reinfeccdo que a imunidade contra a proteina G ou as proteinas

internas do virus.
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4.5 VARIABILIDADE GENETICA

Na segunda metade da década de 80 iniciaram-se 0s primeiros estudos
sobre as bases genéticas da variacdo antigénica. Observou-se que os diferentes
gendtipos de VSR poderiam ser identificados, de acordo com a conformagédo da
proteina G, que pode ter de 282 a 319 aminoacidos, dependendo do grupo ao qual
pertence (MACHADO, 2012).

A variabilidade dos isolados dentro dos grupos A e B foi inicialmente
demonstrada com diferenca nas reacbes com MAbs e depois usando métodos de
clivagem com enzimas de restricdo, ensaio com RNAse, ensaio com heteroduplex e
andlise de sequenciamento de nucleotideos (PERDIGAOQ, 2009). O sequenciamento
de nucleotideos do gene G auxilia na identificacdo desses genotipos, principalmente
devido a variabilidade encontrada na regido do ectodominio, que consiste em duas
regibes variaveis separadas por uma regido conservada, presente em ambos 0s
grupos. A analise das sequéncias de nucleotideos da segunda regido hipervariavel
do gene G (regido G2) possibilita a classificagcdo dos genétipos do VSR dentro dos
grupos A e B (TAPIA et al., 2014). Embora a regido G2 seja a mais utilizada para
genotipagem e classificagdo do VSR, a por¢cdo N-terminal da proteina G também é
variavel e pode ser utilizada para esta classificacdo (SALES, 2009). Por meio dessa
metodologia, percebeu-se que a variabilidade de aminoacidos é superior a 20%
dentro do grupo A e superior a 9% dentro do grupo B (CANE, 2001; MACHADO,
2012).

Ao comparar as sequéncias nucleotidicas e as sequéncias deduzidas de
aminoacidos do mRNA do gene G das cepas protétipos A2, Long e CH 18537
observou-se que entre as amostras do mesmo grupo - A2 e Long, a divergéncia
encontrada foi pequena, de 6% na sequéncia de aminoacidos. Quando comparadas
sequéncias de grupos distintos, A2 (grupo A) e CH 18537 (grupo B) verificou-se que
47% da sequéncia de aminoacidos era diferente (SULLENDER, 2000).

Estudos complementares comparando as sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos dos genes das proteinas NS1, SH, F e N das amostras A2 e CH 18537
mostraram uma menor variacdo. As porcentagens de similaridade de nucleotideos e
aminoacidos encontrados foram respectivamente de: 72 e 76% para o gene SH, 82 e
89% para o gene F, 83 e 87% para o gene NS1, 86 e 96% para o gene N
(PERDIGAO, 20009).
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Posteriormente, observaram-se variagdes antigénicas dentro de cada grupo,
possibilitando a divisdo em gendtipos caracteristicos. Os estudos de variabilidade
antigénica foram complementados com os estudos de variabilidade gendémica
servindo de base para um melhor entendimento sobre a circulacdo do virus e da sua
evolugao.

De acordo com Cui et al. (2013), o VSR A é representado por, pelo menos,
onze genotipos distintos (GA1 1 GA7, SAAL1, NAL1 1 NA2 e ON1) e o grupo B é
dividido em vinte genotipos (GB1 7 GB4, BA1 i BA10, SAB1 i SAB4, URU1 e
URU2). Porém, Zlateva et al. (2005) relata em seu trabalho, que na Bélgica foram
isolados gendtipos que variavam do GB1 até o GB13, dessa forma, pode-se concluir
gue o grupo B apresenta pelo menos 32 gendtipos. Os gendtipos GAL1 a GA6 do
grupo A e GB1 a GB4 do grupo B, foram os primeiros a ser descritos (PERET et al.,
1998) (QUADROS 1 e 2).

O genodtipo ON1 do grupo A, foi relatado no Canad4a, identificado em
amostras coletadas no final de 2010 (CUI et al., 2013) e apresenta duplicacdo de 72
nucleotideos no gene G, similarmente foi identificado em 1998, em Buenos Aires, a
duplicacdo de 60 nucleotideos no gene G, porém em amostras representantes do
grupo B, sendo nomeado como genétipo BA. O genétipo BA espalhou-se
rapidamente por diversos paises, sendo considerado o gendtipo mais prevalente do
grupo B a partir de 2005 (TAPIA et al., 2014).
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QUADRO 1 - DESCRIGAO DOS GENOTIPOS, LOCAIS ENCONTRADOS E CARACTERISTICAS DO

VSR GRUPO A
GRUPO | GENOTIPOS LOCAL (IS) CARACTERISTICA (S) REFERENCIA
Inglaterra, Europa Predominantes no final déc. 80 | VALDES et al.,
Central, Cuba e e inicio de 90. Circulou em 1998; CANE, 2001;
GAl Estados Unidos. Cuba, apds 1990. Nos EUA foi | RAFIEFARD et al.,
detectado de 2006 a 2010. 2004, MACHADO,
2012.
Suécia, Italia, Circulou no Brasil em 1999 no | PERET et al., 1998;
Bélgica, nordeste (Salvador- BA) e VENTER et al.,
Mocambique, sudeste. Em 2004 foi 2001; PERDIGAO,
GA2 ,Afri.ca do Sgl, EUA, | encontrado na.cidade de Séo 2009; MACHADO,
India, América do Paulo e Campinas. Em 2012; TAPIA et al.,
Sul, Singapura, Fortaleza circulou de 2004 a 2014.
China, Japao e 2008. Na China circulou entre
Brasil. 2000 e 2003.
Inglaterra, Europa Predominantes no final déc. 80 | VALDES et al.,
Central e China. e inicio de 90. Na China 1998; CANE, 2001;
GA3 circulou entre 2000 e 2003. RAFIEFARD et al.,
2004; MACHADO,
2012.
Inglaterra e Europa | Predominantes no final déc. 80 | VALDES et al.,
GA4 Central. e inicio de 90. 1998; CANE, 2001;
RAFIEFARD et al.,
2004,
Suécia, Italia, Predominio em muitos paises | PERET et al., 1998;
Bélgica, nos Ultimos anos. Circulou no | VENTER et al.,
Mogambique, Brasil em 1999 no nordeste 2001; PERDIGAO,
GA5 Africa do Sul, EUA, | (Salvador i BA) e sudeste. 2009; MACHADO,
India, América do Encontrado em Séo Paulo e 2012; TAPIA et al.,
A Sul, Singapura, Campinas (2004). Circulou em | 2014.
China, Japéo e Fortaleza (2004- 2007). China
Brasil. circulou entre 2000 e 2003.
GA6 Isolado em Sé&o Foi um dos primeiros a ser PERET et al., 1998;
Paulo (2008). descrito. NCBI, 2015.
Alemanha, Africa Entre 1997 a 2000 ocorreu em | SALES, 2009;
do Sul e Brasil. baixa frequéncia na Africa do | MACHADO, 2012.
Sul. Entre 1998 e 2007 foi
GA7
encontrado na Alemanha.
Circulou em Salvador -BA
(1999)
Africa do Sul e Descrito em 2001 na Africado | VENTER et al.,
SAAl Brasil Sul. Relatado em Campinas 2001; MACHADO,
(2004). 2012.
Originou-se em Genotipo prevalente no Japao, | SHOBUGAWA, et
NAL Niigata, Japéo. Cambodia, Malasia e Canada. | al., 2009; PARIS,
Circulou entre 2004-2005 no 2012; CUl et al.,
Japéo. 2013.
Originou-se em Circulou entre 2005-2006, SHOBUGAWA, et
NA2 Niigata, Japéo. responsavel por um importante | al., 2009.
surto no Japao nessa época.
Relatado em 2010 | Novo genétipo, com CUl et al., 2013;
no Canada, Coréia | duplicagdo de 72 nucleotideos | TAPIA et al., 2014.
ONL1 do Sul, ltalia e Sul no gene G, na segunda regido

da Africa. E em
Beijing na China
(2012).

hipervaridvel. Apresenta
grande dispersdo mundial.

NOTA: Informacdes retiradas de diversos autores conforme indicado na coluna Referéncia.
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QUADRO 2 - DESCRICAO DOS GENOTIPOS, LOCAIS ENCONTRADOS E CARACTERISTICAS DO
VSR DO GRUPO B (Continua)

GRUPO [ GENOTIPOS LOCAL (IS) CARACTERISTICA (S) REFERENCIA
Bélgica Gendtipo mais prevalente na ZLATEVA et al.,
GB1 Bélgica durante a déc. 80, 2005.
isolado de 1982 até 1990,
exceto entre 1983 -1984.
Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
GB2 anos: 1987/88, 1988/89, 2005.
1991/92, 1992/93, 1998/99.
Suécia, Africa do De 1997 a 2000 foi detectado | PERDIGAO, 2009;
Sul, Jap&o e Brasil. | na Africa do Sul. Em 1999 SHOBUGAWA, et
circulou no nordeste (Salvador | al., 2009;
GB3 i BA) e sudeste do Brasil. Em | MACHADO, 2012.
2004 foi encontrado em
Campinas. Em Fortaleza
circulou em 2005 e 2006.
GB4 Brasil Circulou em Séo Paulo entre SALES, 2009.
1999 e 2000.
Bélgica e Brasil Linhagem dominante ZLATEVA et al.,
observada durante a estacao 2005; SALES,
GB5 epidémica de 1983-1984 na 20089.
Bélgica. Circulou em Séo
Paulo entre 1999 e 2000.
GB6 Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
anos: 1996/97, 1999/2000. 2005.
B Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
GB7 anos 1992/93, 1993/94, 2005.
1995/96.
Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
GB8 anos: 1992/93, 1995/96, 2005.
1997/98.
GB9 Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al,,
anos: 1995/96. 2005.
Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
GB10 anos: 1995/96, 1996/97, 2005.
1999/2000, 2001/02, 2002/03.
GB11 Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al,,
anos: 1996 1 2002. 2005.
Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al.,
GB12 anos: 2005.
19961 2003.
Bélgica Circulou na Bélgica entre os ZLATEVA et al,,
GB13 anos: 2005.
1998 - 2004.
BA1 Madrid (Espanha) e | Circulou em Madrid em 1999 e | NCBI, 2015.
Argentina na Argentina em 2002.
BA2 Japéo Circulou no Japao entre 2002- | SHOBUGAWA, et
2003 al., 2009
BA3 Argentina Foi isolado entre 2002 -2004. NCBI, 2015.
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QUADRO 2 - DESCRIGAO DOS GENOTIPOS, LOCAIS ENCONTRADOS E CARACTERISTICAS DO

VSR DO GRUPO B (Continuacéo

GRUPO | GENOTIPOS LOCAL (IS) CARACTERISTICA (S) REFERENCIA
Japéo e Sul do Foi encontrado no Japéao entre | SHOBUGAWA, et
Brasil (Porto 0s anos de 2003-2007. al., 2009; PARIS,
BA4 Alegre) Circulou em 2010 no Brasil. 2012.
Genotipo descrito por Trento e
colaboradores em 2006.
BA5 Japéo Circulou no Japao entre 2002- [ SHOBUGAWA, et
2003 al., 2009
BA6 Bélgica Isolado entre 2001 - 2003. NCBI, 2015.
BA7 Bélgica Isolado em 2003. NCBI, 2015.
BAS8 Niigata (Japao) Isolado em 2006. NCBI, 2015.
BA9 Brasil Circulou entre os anos de BALLALAI, 2015.
2013 a 2014.
BAL0 Brasil Circulou entre os anos de BALLALAI, 2015.
2013 a 2014.
Africa do Sul e Descrito pela primeira vez na VENTER et al.,
SABL Brasil Africa do Sul em 2001. Em 2001;
2004 circulou em Séo Pauloe | MACHADO, 2012.
em Campinas (Brasil).
Africa do Sul Descrito pela primeira vez na VENTER et al.,
SAB2 Africa do Sul em 2001. 2001; MACHADO,
2012,
Africa do Sul, Descrito pela primeira vez na VENTER et al.,
Japao e Brasil. Africa do Sul em 2001. Em 2001;
SAB3 2004 c_irculou em Séo Paulo e | SHOBUGAWA, et
Campinas (Brasil). No Japéo al., 2009;
B foi encontrado entre os anos MACHADO, 2012.
de 2001 i 2007.
SAB4 Brasil Isolado em Fortaleza em 2005. | NCBI, 2015.
URUL Uruguai Isolado em Montevidéu em NCBI, 2015.
2001.
Brasil Em 2004 foi detectado em MACHADO, 2012.
URU2 .
Campinas.
Descrita em 2005 Delecéo de seis nucleotideos ZLATEVA et al.,
Variante BA | na Bélgica. devido & mudangas no stop 2005.
codon.
Identificado em Duplicacéo de 60 nucleotideos | TRENTO et al.,
1998 em Buenos a partir do residuo 791 do 2003; NAGAI et al.,
Aires (Argentina). gene G, chamada de segunda | 2004; ZLATEVA;
Foi relatado na regido hipervariavel. VAN RANST, 2004;
Europa e Asia. No Espalhou-se ao redor do ZLATEVA et al.,
BA Brasil, em 2004 foi | mundo durante 7 periodos 2005; PERDIGAO,
encontrado em Sao | epidémicos, chegando a sero | 2009; MACHADO,
Paulo e Campinas. | gendtipo mais prevalente do 2012;
Em Fortaleza grupo B em 2005. TAPIA et al., 2014.
circulou em 2004, Considerado um variante do
2006 1 2008. gendtipo GB3.
Alguns virus Insercbes menores (de trés a TRENTO et al.,
Outra isolados em seis nucleotideos) também 2003; ZLATEVA et
variagdo do | Buenos Aires vém sendo relatadas, al., 2007.
genotipo BA | (Argentina) em demonstrando a grande

2001.

variabilidade da proteina G.
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QUADRO 2 - DESCRICAO DOS GENOTIPOS, LOCAIS ENCONTRADOS E CARACTERISTICAS DO
VSR DO GRUPO B (Concluséao)

GRUPO | GENOTIPOS LOCAL (IS) CARACTERISTICA (S) REFERENCIA
Circulou em Relacionado com o genétipo TRENTO et al.,
Buenos Aires BA com apenas 8 2003.
(Argentina) durante | nucleotideos diferentes nos
a epidemia de Gltimos 400 nt do gene G,
B BA3737/99B 1999. nenhum deles no segmento

duplicado caracteristico do BA.
Citam que um virus similar a
esse pode ter sido o ancestral
dos virus com a duplicacao
dos 60 nt.

NOTA: Informacdes retiradas de diversos autores conforme indicado na coluna Referéncia.

4.6 TRANSMISSAO E PRECAUCOES

O VSR é altamente contagioso e é transmitido pelas secre¢des respiratorias
por meio do contato proximo com pessoas infectadas ou com objetos ou superficies
contaminadas. A infeccdo pode ocorrer por auto-inoculacdo, por maos
contaminadas, por toque em superficies ndo porosas contendo particulas infecciosas
(nas quais o virus pode sobreviver de 4 a 7 horas) (VIEIRA, 2009), por inoculagédo
direta de goticulas nos olhos e nariz e também, por inalacdo de aerossoéis emitidos
por espirros ou tosse (FARIA, 2012).

O VSR cresce otimamente em pH 7,5 e é inativado a temperaturas entre 50
I 60°C. Apesar de ser sensivel a temperatura, pode permanecer viavel por mais de
uma hora em luvas de borracha contaminadas com secrecfes nasais infectadas.
Ainda assim, é rapidamente inativado por agua, sabdo e desinfetantes (HOWLEY,
2007; FARIA, 2012).

O periodo de incubacgédo do VSR é de aproximadamente 2 a 8 dias (média de
5 dias) e a excrecao viral pode ocorrer desde alguns dias antes do inicio dos
sintomas e persistir por semanas em pessoas com alteracdes imunitarias e em
portadores de doencas de base (VIEIRA, 2009). Popow-Kraupp e Aberle (2011) em
relacdo a excregdo viral relatam que em criangas mais velhas e adultos, o titulo e o
tempo de excrecdo viral sGo menores, provavelmente por j4 terem apresentado
reinfeccbes pelo VSR, sugerindo que a presenca de anticorpos especificos contra o

virus interfira no grau de replicacéo viral.
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Como forma de prevengdo de disseminacdo viral, inclui-se o habito da
lavagem de maos, o uso de aventais, mascaras e Oculos para proteger os olhos e o
nariz, evitar locais com aglomeracéao, entre outros (VIEIRA, 2009).

Ainda ndo esta disponivel para uso em humanos uma vacina que seja
segura e eficaz contra o VSR (VIEIRA, 2009).

4.7 EPIDEMIOLOGIA

As infeccdes pelo VSR tém distribuicdo mundial e ocorrem anualmente.
Estima-se que em todo o mundo o VSR seja responséavel por cerca de 34 milhdes de
episodios de infeccBes respiratérias agudas e entre 66.000 a 199.000 mortes a cada
ano (NOLAN et al., 2015). Atribui-se a ele a responsabilidade por um terco das
mortes entre criancas menores de cinco anos de idade em paises em
desenvolvimento (CANE, 2001). Das infec¢bes pelo VSR, acredita-se que em 25 a
33% dos casos, o trato respiratério inferior seja afetado e 1% seja grave o suficiente
para necessitar de internamento hospitalar (FARIA, 2012). Além disso, sabe-se que
as criancas hospitalizadas devido a infec¢do por VSR tendem a ser mais novas do
que aguelas que séo hospitalizadas devido a infec¢cdes por outros virus respiratorios
(FARIA, 2012).

O comeco e o final da estacdo de circulacdo do VSR podem variar de ano
para ano, estado para estado e até mesmo em comunidades na mesma regido
(REIS, 2006). Segundo Paris (2012), mudancas climéaticas podem alterar a
sazonalidade do VSR ou mesmo mudancas na distribuicdo de outros virus
respiratorios também podem alterar o padréo dos surtos sazonais do VSR.

Estudos tentam explicar essa divergéncia na sazonalidade e até um modelo
matematico foi proposto para desvendar essas diferencas. De acordo com Weber,
A.; Weber, M. e Milligan (2001) e com Waris e White (2006), o clima é a variavel que
mais influencia as epidemias do VSR e fatores como aumento de temperatura e
maior incidéncia de luz ultravioleta contribuem para o declinio da infeccdo viral.
Mesmo assim, ressalta-se que talvez a circulacdo viral ndo esteja relacionada
apenas a fatores climaticos, mas também a habitos sociais que proporcionam a
aglomeracao, favorecendo o risco de contaminacdo (WEBER; MULHOLLAND;
GREENWOOD, 1998; WARIS; WHITE, 2006; MACHADO, 2012).
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Em paises com clima temperado, com areas geograficas mais frias, o virus
aparece principalmente entre os meses de outono e inverno, enquanto nas regioes
tropicais esta associado com o periodo de chuvas (WEBER; MULHOLLAND;
GREENWOOD, 1998; LAMARAO, 2012).

De acordo com Faria (2012), em Portugal, a méaxima incidéncia ocorre entre
outubro e abril, que seria entre o0 outono, inverno e primavera. Em algumas regides,
as epidemias geralmente seguem um ciclo bienal, com uma época em que a
epidemia € relativamente pequena seguida de outra maior (FARIA, 2012).
Geralmente as epidemias duram cerca de cinco meses (REIS, 2006; SALES, 2009).

Um estudo feito na Austria relata que a circulagdo do VSR ocorre no final do
outono, no inverno e inicio da primavera, com picos entre janeiro e marco,
apresentando deteccdo de casos esporadicos durante o ano (POPOW-KRAUPP;
ABERLE, 2011).

Englund (2015) relata que em regides temperadas do norte, como América
do Norte e Europa, o VSR circula entre novembro e fevereiro, ou seja, entre o
outono e inverno. Reis (2006) cita que em paises como EUA, Japédo e Franca, a
circulagdo do VSR acontece de novembro a abril, com picos entre dezembro e
janeiro, justamente no inverno.

Em areas tropicais do norte, como India e Nepal, o VSR ocorre entre os
meses de agosto a novembro, final da época chuvosa (quente e imida) e inicio do
clima frio. Em relacéo a regido equatorial, como Singapura, o virus aparece durante
todo o ano. Na regido sul tropical, como a Argentina, o VSR circula entre junho e
setembro (meses de inverno) e nos locais com climas temperados na regido Sul,
como a Africa do Sul e Australia, ele é encontrado entre os meses de marco e julho,
também relacionados ao outono e inverno (ENGLUND, 2015).

No Brasil, um pais com dimensfes continentais, o padrdo de circulacdo do
VSR diverge de acordo com os diferentes climas apresentados, podendo haver co-
circulacdo de diferentes genotipos dos grupos A e B (MACHADO, 2012).

Moura et al. (2013) relatam que o inicio da estacdo do VSR em Fortaleza, no
Ceara, pode variar entre fevereiro a maio, mas o final sempre acontece em julho.

Uma pesquisa realizada em Ribeirdao Preto, S&o Paulo, por Gagliardi et al.
(2013) mostrou que a positividade para o VSR ocorreu de fevereiro a novembro, com
pico de atividade entre abril e junho, correspondendo ao outono. Ja no estudo de

Vieira et al. (2001), na cidade de Sao Paulo, os picos de circulagdo foram em maio e



39

junho. Reis (2006) que também realizou seu estudo em Sao Paulo percebeu que as
infecgbes respiratdrias pelo VSR ocorrem entre os meses de fevereiro a setembro,
com picos de incidéncia nos meses de maio a junho, relacionando-se com as
estacdes de outono-inverno, corroborando com os achados de Vieira et al. (2001).

Na regido sul do Brasil, a Nota Técnica Conjunta da Secretaria Estadual de
Saude do Parana, descreve que o periodo de sazonalidade do VSR para o Parana
ocorre entre abril a agosto de cada ano (PARANA, 2015). Tsuchiya et al. (2005)
demonstraram em sua pesquisa realizada na cidade de Curitiba, nesse mesmo
estado, que o pico de circulagdo do virus concentra-se entre 0s meses de maio a
julho, principalmente no inverno, reforcando o que também foi encontrado por
Raboni et al. (2011). Em Porto Alegre, no Rio Grande do Sul, os picos de incidéncia
ocorreram nos meses de julho e agosto (REIS, 2006).

Independente da sazonalidade, a gravidade da doenca do trato respiratorio
pode variar a cada infeccdo, pois alternancias entre 0os grupos e genétipos
circulantes podem contribuir para a variacdo da gravidade anual de cada surto
(REIS, 2006).

4.8 ASPECTOS CLINICOS

O VSR é o agente patogénico mais importante causador de doenca
respiratoria aguda em lactentes e criancas até os dois anos (POPOW-KRAUPP;
ABERLE, 2011), com picos de incidéncia entre o segundo e o0 sexto més de idade,
sobretudo causando bronquiolite e pneumonia (CRUZ, 1998; FARIA, 2012; NOLAN
et al., 2015).

Ainda que a populacédo pediatrica seja a mais exposta a infec¢édo, os idosos,
principalmente os que vivem em centros de cuidados, mostraram ser também
bastante susceptiveis as infec¢des por esse virus, sendo este responsavel por 10%
a 20% das pneumonias e 2% a 5% de mortes anualmente neste grupo de pacientes.
Além disso, o0 VSR compreende 17% das infec¢fes respiratorias em pacientes com
doencas cardiopulmonares, enquanto que em asmaticos e pessoas
imunodeprimidas as taxas de incidéncia podem chegar a 31% (FALSEY; WALSH,
2000).

As manifestagfes clinicas associadas ao VSR sdo dependentes da idade.

Até o segundo ano de vida, predominam os quadros de bronquiolite e pneumonia, e
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com menor frequéncia a traqueobronquite e laringotraqueobronquite (KIM et al.,
1973).

Os sintomas incluem manifestacdes clinicas tipicas de um resfriado comum,
com secrecédo nasal clara, tosse moderada, febre baixa e, algumas vezes sibilancia,
evoluindo geralmente, para a recuperacdo no periodo de uma a trés semanas.
Também podem aparecer sintomas como diminuicdo do apetite, além da ocorréncia
de complicagcbes como otite média e sinusite (REIS, 2006; POPOW-KRAUPP;
ABERLE, 2011).

As criangas prematuras com infeccdo pelo VSR apresentam, com maior
frequéncia, apneia, cianose, atelectasias, necessidade de hospitalizacdo e de
ventilacdo mecanica, além de internacdes mais prolongadas (VIEIRA, 2009).

Além dos sintomas mais comuns das infec¢des do trato respiratorio inferior
(ITRI) ocorrem uma variedade de manifestagcoes extrapulmonares, que vao desde o
comprometimento cardia ¢ o , S 2 nsepsiwlikee 3] envol vi mento
nervoso central, resultando em convulsdes, parada cardiaca e hipertonia em
criancas com doenca grave pelo VSR (ZLATEVA; VAN RANST, 2004; MILLICHAP;
WAINWRIGHT, 2009). Ainda ndo ha certeza se essas manifestacdes representam
efeitos diretos ou indiretos do virus (POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011).

De fato, os quadros clinicos mais graves, caracterizados por apneia ou
insuficiéncia respiratéria grave, as complicacbes e a mortalidade sdo mais
frequentes em determinados grupos de risco e/ou devido a fatores de risco, quer
demograficos, quer ambientais, que predispde as crianc¢as a infeccdo grave por VSR
e consequente hospitalizagao (FARIA, 2012).

De acordo com Vieira (2009), Faria (2012) e Silva (2014) sdo considerados
fatores de risco e de suscetibilidade para infec¢cdes por VSR: prematuridade; idade
(menores que 6 meses); sexo masculino; portadores de doencas prévias como:
imunodeficiéncias, displasia broncopulmonar, cardiopatia congénita, doencas
metabdlicas, genéticas; malformacdes anatbmicas; doencas neuromusculares;
histéria familiar de asma; desnutricdo; nascimentos multiplos; nascimento nos seis
meses que antecedem a estacdo do VSR; auséncia/ duracdo do aleitamento
materno; aglomeragbes de pessoas, inclusive domicilio, creches e transportes
publicos, nos meses mais frios e secos; poluicdo ambiental; tabagismo passivo;
irmaos em idade escolar e hospitalizagdes prolongadas durante a sazonalidade do

virus.
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Alguns destes fatores ndo estdo bem compreendidos em relacdo a sua
influéncia na predisposicao a infeccao pelo VSR (MARTINELLO et al., 2002).

Ao replicar-se nas células do trato respiratorio, 0 virus causa necrose e
danos diretos nos cilios ou, indiretamente, pela promocéo de respostas inflamatoérias
que levam a destruicdo do epitélio, edema e aumento na producdo de muco (CRUZ,
1998). Apds um periodo de incubagdo médio de 3 T 5 dias, o quadro clinico inicia-se
com sintomas das vias aéreas superiores semelhantes a rinite comum, e evolui com
0 acometimento das vias aéreas inferiores, sendo a obstru¢cdo dos bronquiolos o
mais frequente (bronquiolite) (FARIA, 2012).

A maioria destas infeccbes ndo deixa sequelas, contudo, em alguns casos,
pode ter implicacbes na saude futura da crianca. A este respeito, varios estudos
tentam demonstrar a associacdo entre a infeccdo por VSR e hospitalizacoes
frequentes devido a problemas respiratérios na primeira década de vida, com
distarbios respiratorios a longo prazo como fungdo pulmonar anormal, asma, tosse
recorrente e bronquite (SALES, 2009; FARIA, 2012; LAMARAO et al., 2012).

Algumas hipoteses sugerem que a relacédo entre elas esteja na alteracdo da
resposta imune perante os diferentes alergenos, inducdo de uma inflamacéo tipica
de asma alérgica por interagdo com os linfocitos T ou potencializacao da inflamacgéo
alérgica (FARIA, 2012).

4.9 TRATAMENTO E PROFILAXIA

Os lactentes e as criangas com fatores de risco para infec¢des graves pelo
VSR podem receber doses mensais de Palivizumab (Synagis®), um anticorpo
monoclonal (IgG1l) humanizado de camundongo, anti-VSR, direcionado para um
epitopo no sitio antigénico A da proteina F do VSR, que atua como um
imunobiolégico profilatico, durante os periodos de circulagdo viral. A Sociedade
Brasileira de Pediatria tem recomendado o uso do Palivizumab® em cinco doses
para: criancas nascidas prematuras (com idade para aplicacdo e inicio da
imunoprofilaxia variando em relacdo a idade gestacional de nascimento e o inicio do
periodo de sazonalidade do VSR) e criancas menores de 2 anos (com comorbidades
pulmonares, cardiacas ou imunes) (PARIS, 2012). Este tratamento é caro e o0 custo-
efetividade da terapia pode ser melhorado se esta for usada apenas durante os

periodos de circulagéo viral (KURT et al., 2011).
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O tratamento baseia-se nas medidas de suporte, como administracédo de
oxigénio e hidratacdo, sendo que o uso dos broncodilatadores é controverso, uma
vez que sao mais efetivos no inicio da infeccdo, momento em que as vias aéreas de
menor calibre ainda ndo estdo obstruidas com secrecdes. Em alguns casos, sao
utilizados corticosteroides sistémicos e/ ou inalatérios e farmacos antivirais. O agente
antiviral mais utilizado, a ribavirina em aerossol (Virasole®), foi aprovada em 1986
para tratamento de criancas com doenca severa por VSR (PARIS, 2012).

Este medicamento atua na enzima RNA polimerase viral (MACHADO, 2012)
e esta associado a beneficios clinicos limitados que ndo sdo capazes de justificar o
Seu uso, uma vez que 0s custos sdo elevados, apresenta alta toxicidade e existem
dificuldades consideraveis na sua administracdo, principalmente nos doentes em

ventilacdo mecanica (FARIA, 2012).

4.10 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico precoce adquire especial importancia para efetuar terapia
antiviral, se necessario, bem como para serem tomadas medidas de isolamento para
prevencdo da infecgdo hospitalar, diminuir a necessidade de procedimentos
adicionais de diagnéstico e o tempo de internagdo, contribuindo para o uso racional
de antibidticos (POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011; FARIA, 2012).

O diagnéstico do VSR pode ser direto, pela deteccdo dos antigenos virais,
do acido nucléico e/ou do virus infectante ou indireto, pela deteccédo de anticorpos
especificos contra o virus. O tipo e a qualidade da amostra clinica exercem grande
influéncia sobre a sensibilidade e a especificidade do teste utilizado para a deteccdo
dos agentes virais. Por isso, foi demonstrado que o lavado nasal ou o aspirado de
nasofaringe (ANF) sdo mais sensiveis para a detec¢do de VSR do que a amostra de
swab de nasofaringe (POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011).

Para o diagndstico laboratorial as metodologias mais utilizadas séo: o
isolamento do virus em cultura de células, a deteccdo do antigeno por
imunofluorescéncia (IF) ou ensaio imunoenzimatico e a deteccdo do RNA viral pela
técnica de RT-PCR (reacdo em cadeia pela polimerase apés transcricdo reversa)
(PERDIGAO, 2009). As técnicas utilizadas depender&o das condi¢des do laboratorio

e da demanda de amostras encaminhadas.
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4.10.1 Isolamento viral

O isolamento em cultura de células pode ser realizado em ampla variedade
de linhagens de células humanas e animais. Geralmente esta metodologia é
empregada para pesquisas e subtipagem viral, pois o isolamento aumenta a
concentragdo viral, melhorando a sensibilidade da técnica utilizada posteriormente
(PARIS, 2012). As linhagens mais utilizadas sdo a HEp-2 (carcinoma de laringe
humana), A549 (células de carcinoma de pulmdo humano) e a NCI-H92 (carcinoma
mucoepidermédide de pulmdo humano). O efeito citopatico (ECP) caracteristico é a
formacao de sincicios resultantes da fus@o das células que aparecem dentro de trés
a sete dias apds a inoculacdo. ApGs o aparecimento do ECP a confirmacdo do
isolamento viral é feita com reacfes utilizando anticorpos especificos ou técnicas
moleculares. Uma variacdo da cultura celular € o método de centrifugacao rapida
(shell vial), no qual as amostras sdo inoculadas em células, centrifugadas e
incubadas por dois dias. Apds esse processo 0 material € submetido a reacdo de
imunofluorescéncia indireta para a deteccdo dos antigenos virais (CRUZ, 1998;
PERDIGAO, 2009; POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011).

4.10.2 Imunofluorescéncia (IF)

A deteccdo de antigenos por IF de virus respiratorios, normalmente utiliza
painéis que contemplam a deteccdo de diversos agentes, que podem variar de
acordo com o kit em uso (PARIS, 2012). A IF é uma técnica bastante utilizada, por
se tratar de um método rapido e de facil execucao quando comparado ao isolamento
em cultura celular. Entretanto, esse método requer cuidados essenciais para o seu
sucesso, tais como a presenca de um numero adequado de células na amostra,
qualidade do anticorpo monoclonal utilizado e um microscopista experiente. Tanto a
imunofluorescéncia direta (IFD) como a indireta (IFlI) podem ser utilizadas para
diagnosticar o VSR (PERDIGAO, 2009).

4.10.3 RT-PCR

A técnica de RT-PCR pode ser uniplex ou multiplex, dependendo se a

deteccdo sera apenas do VSR ou de multiplos virus respiratorios, 0 que apresenta
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maior custo-beneficio, uma vez que séo diversos os virus respiratorios associados
com as infecgBes do trato respiratdrio superior e inferior, as quais clinicamente sé&o
indistinguiveis. Recentemente diversos kits comerciais que utilizam o RT-PCR
multiplex tém sido oferecidos no mercado, principalmente com a disponibilizagdo de
novas metodologias de deteccdo, como a RT-PCR em tempo real, em que a
utiizacdo de sondas especificas para mdltiplos virus permite deteccdo de
guantidades de cargas virais pequenas na amostra clinica, com alta sensibilidade e
especificidade. A metodologia multiplex utiliza pares de iniciadores (primers)
desenvolvidos para genes altamente conservados, favorecendo a identificacdo de
diferentes géneros destes microrganismos, tanto em reaclOes separadas que
compartilhem condicbes de amplificacdo semelhantes, como pela combinacdo de
multiplos iniciadores em uma Unica reacao de amplificacdo (THOMAZELLI, 2004).

Por possuir essa caracteristica de ser mais sensivel que outros testes, esta
técnica auxilia no diagndéstico para grupos etarios mais velhos, pois como ja foi dito,
possuem uma menor excrecdo viral em relacdo as criancas (POPOW-KRAUPP;
ABERLE, 2011).

O desenvolvimento da metodologia DPO (Dual Priming Oligonucleotide) tem
contribuido também para aumentar a sensibilidade das reacdes de PCR
convencionais, ja que contém varios pares de iniciadores na reagdo, em um sistema
funcional e estruturalmente diferente dos iniciadores convencionais. No sistema
DPO, os iniciadores sdo constituidos por dois segmentos diferentes com
propriedades de anelamento distintas, o mais longo 5 ® inicia uma ligacao estavel, e
um segment ol mietermina a3eftensdo do alvo especifico (SEEGENE,
2015).

4.11 COINFECCAO VIRAL

De acordo com De Paulis et al. (2011), a deteccdo das coinfeccdes virais
tornou-se mais frequente com a utilizacdo dos métodos de biologia molecular, como
a reacao em cadeia da polimerase (PCR), que permitiu ndo s6 a amplificacdo de um
namero maior de virus identificados, mas também a deteccdo de mais de um virus
na mesma amostra, visto que é uma metodologia mais sensivel que as outras que
eram utilizadas, como o cultivo celular e a imunofluorescéncia (NASCIMENTO et al.,

2010). Cabe ressaltar que o termo codeteccdo é mais preciso do que coinfeccgéo,
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principalmente quando técnicas de diagndstico molecular séo utilizadas, pois a
deteccdo da presenca viral ndo necessariamente significa que esse organismo esta
causando a doenca especificamente (SLY; JONES, 2011).

De Paulis et al. (2011), relatam coinfeccdes virais em lactentes
hospitalizados com infec¢des agudas do aparelho respiratorio inferior, durante uma
andlise retrospectiva de 304 lactentes hospitalizados, dos quais foram coletadas
amostras de nasofaringe. Destas 304, foram identificadas infeccfes virais em 72%
(219). Das infeccOes virais, 0 VSR representava 80% (176). Quase 1/3 daquelas
infectadas com o VSR (31,3%) estavam coinfectadas com outros virus, sendo 24
com adenovirus, 16 com metapneumovirus humano e 15 com outros virus menos
comuns. Em seu estudo, De Paulis et al. (2011), ndo puderam investigar a infecgéo
pelo rinovirus, portanto, a taxa de coinfeccdo pode ter sido subestimada. Também
ndo encontraram um aumento na gravidade clinica nos lactentes infectados com
VSR que estavam coinfectados com outro virus respiratério.

Sly e Jones (2011) citam que o rinovirus é detectado em elevada
porcentagem nas criangas, mesmo apos a resolucédo dos sintomas clinicos agudos,
0 que pode ser explicado em virtude da capacidade deste virus em infectar o epitélio
brébnquico, permanecendo nas vias aéreas das criancas ap0s a infeccdo. Esses
autores também relatam que as vias aéreas inferiores de individuos saudaveis ndo
estdo estéreis e tém populacdes bacterianas e virais residentes, que podem estar
alteradas durante a doenca respiratoria.

O significado da deteccdo de multiplos agentes virais ha mesma amostra
permanece pouco esclarecido e pode causar incertezas quanto ao prognéstico das
infecgbes (DE PAULIS et al., 2011). N&o ha consenso na literatura se a codeteccgéo
viral em criancas hospitalizadas com doencas do aparelho respiratorio inferior esta
associada a uma gravidade maior da doenca ou ndo, como se pode observar na
TABELA 1 presente no trabalho de Sly e Jones (2011).



TABELA 1 - IMPACTO DA COINFECGAO VIRAL NA GRAVIDADE CLINICA
CRIANGAS HOSPITALIZADAS COM DOENGAS RESPIRATORIAS
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DA DOENCA EM

Virus mais comuns Efeito da
Estuda Cendrio Populacha identificados Codeteccio codeteccho
Richard et al ® Hospital, Lactentes < 1 a, Virus em 96,1% (PCR/IF) 24,4% Risco makor
Retrospectivo Franga BVA unidade de VSR (70,6%; 73,6%) de UTIF
20032004 permanéncia curta AVH (18,5%; 25,3%) [RC = 2,7

{n = 92) ou {1C95% 1,2-6,2)]
UTIP {n = BB)

Cilla &t al.® Hospital, Criancas < 3 a, Virus em 66,9% 27% Mais freguents
Prospectivo Espanha PAC {n = 315) {PCR/fcultura) em lactentes
20042006 VSR 19,5% Hospitalizacdo maior

Bocavirus 14,2% {67,2% wersus

RVH 13,6% 456,1%, p = 0,005)
Calvo et al.t0 Hospital, Criangas < 2 a, Wirus em 65,9% (PCR) 17,4% Febre mais alta
Prospectivo Espanha DRA (n = 749) VSR 35,4% Hospitalizacido
200042003 Adenovirus 19,3% mais longa

AVH 13,5%
Canducc et al.'? Hospital, Criancas < 2 a, Virus em 46,6% (PCR) Ld% VSR mono-infeccio
Prospectivo Itdlia DRA (n = 322) VSR 28% mais grave
20042006 MPY-h 14,3%

{RVH ndo testado)
Aberle et al.12 Hospital, Lactentes < 1 a, Wirus em 77% (PCR) 26% VSR coinfeccio
Prospectivo Austria DARI (n = 772) VSR 28% com curso clinico
2000/ 2004 EVH 32% mais grawve
Suryadevara et al.*? Hospital, Criangas < 2 a, Virus em 93% (PCR) 28% Sem Impacto
Prospectivo EUA DRA (n = 201) VSR 58% na gravidade
20072010 RVHfenterovirus 33%
Nascimento et al.™* Hospital, Criangas < 2 a, Virus em 93,5% (PCR) EEL Y Sem Impacto
Praspectivo Brasil BVA (n = 77) VSR 63,6% na gravidade
200642007 RVH 39%
Stempel et al.'s Hospital, Criancas < 2 a, Virus em 93% (PCR) 23% Sem
Retrospectivo EUA BvA VER 71% comentarios
200352004 Adenovirus 15%
{n = LBG) {RVH ndo avaliado)
Marguet et al.1® Hospital, Criangas < 1 a, Wirus em 94, 7% (PCR/IF) 21,5% Infeccdo VSR mais
Prospectivo Franga BVA (n = 209) VSR 60,3% (VSRSRVH) grave do que RVH
20022004 RVH 21,5% Sem impacto

da coinfeccio

De Paulis et al.” Hospital, Criancas < 2 a, Virus em 72% (PCR) 25,1% Semn impacto
Retrospectivo Brasil DARI (n = 304) VSR BO,4% na gravidade
2005 Adenovirus 9,1%

a = ano; BVA = bronquinlite wiral aguda; DRA = dosnGas respiratorias apudas; DARI = doenga do aparelho respirabdrio inferior; IC86% = inlervalo de confianga de
86%:; IF = immnofluoresedncia; MPV-h = metapnesumoevirus humand; PAC = preumania adquinda na comunidade; PCA = potymerase chain resclion; RC = rario de
chance; AVH = ringvirus humans; UTIP = uridads de terapia inlensiva pedidtrica; VSR = vinus sincicial respiralanio.

FONTE: SLY; JONES (2011).

Dez estudos citados por Sly e Jones (2011) utilizaram técnicas moleculares,

isoladas ou em combinacdo com diagndsticos convencionais, para determinar a

etiologia viral das doencas respiratorias agudas (TABELA 1). Desses estudos, quatro
(ABERLE et al., 2005; CALVO et al., 2008; CILLA et al., 2008; RICHARD et al.,

2008) relataram aumento na gravidade clinica em criancas com mais de um virus

detectado. Um dos estudos (CANDUCCI et al., 2008) relatou que a infecgdo somente

pelo VSR era mais grave do que quando um segundo virus era detectado; quatro
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estudos (MARGUET et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2010; DE PAULIS et al.,
2011; SURYADEVARA et al.,, 2011) relataram que a codeteccdo ndo estava
associada a um aumento na gravidade clinica; e um estudo (STEMPEL et al., 2009)
nao comentou sobre a gravidade.

Ainda que a codeteccdo seja relatada mais frequentemente em lactentes e
criancas mais novas (STEMPEL et al., 2009), e as doencas respiratorias,
principalmente a bronquiolite aguda, sejam frequentemente mais graves nessa faixa
etaria, a idade por si s6 ndao explica os relatos conflitantes na literatura (SLY;
JONES, 2011).

E preciso levar em consideracdo que um diagnostico correto favorece o
tratamento adequado e é importante para instituir procedimentos que restrinjam a
infeccdo hospitalar, principalmente as infec¢des cruzadas, pois em casos onde haja
infecgao apenas pelo VSR, recomenda-se alojar essa crianga somente com uma que
tivesse 0 mesmo virus e ndo com outra que além desse virus tivesse o HRV ou
hMPV, por exemplo. O ideal seria que cada crianca hospitalizada com doenca
respiratoria aguda ficasse em um quarto separado, porém em muitos hospitais, essa

recomendacao nao pode ser seguida (SLY; JONES, 2011).

4.12 METODO TAGUCHI

Trata-se de uma metodologia proposta por Genechi Taguchi, no inicio da
década de 80 (COBB; CLARKSON, 1994; A METODOLOGIA DE TAGUCHI, 2014),
que pode ser considerada como uma nova abordagem para a area da qualidade.
Reune um conjunto de técnicas que buscam aperfeicoar o trabalho, usando matrizes
ortogonais.

De acordo com Toledo, Azeka e Amaral (1999), a utilizacdo dessa analise
permite identificar os parametros 6timos do teste, que minimizam ou eliminam
influéncias de fatores que venham a interferir no desempenho. Utiliza-se de um
modelo estatistico aplicado aos dados coletados no experimento e com técnicas de
otimizacdo, procura-se o0s valores dos parametros O6timos para um melhor
desempenho do teste.

Button (2012) cita que o método de Taguchi propbe que se analise a

resposta meédia para cada combinagdo no arranjo interno, e que a variabilidade seja
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analisada escolhendo uma razdo sinal-ruido (SN) apropriado. Trés razdes SN
padrdao sdo amplamente empregadas:
1. A melhor nominal SNy, usada quando se deseja reduzir a variabilidade em
torno de um valor nominal;
2. A quanto maior melhor SN,, usada quando se deseja maximizar 0s
resultados;
3. A quanto menor melhor SNs, usada quando se deseja minimizar 0s
resultados ou ter menos desperdicio.

Apls a obtencdo dos melhores parametros, necessita-se valida-los. Os
resultados dessa validacdo devem coincidir com os resultados obtidos na analise
anterior. Caso isto ocorra, o modelo € considerado confidvel e os parametros
aprovados. Por outro lado, se houver diferenca nos resultados, deve-se reavaliar o
teste e seu planejamento, pois algum parametro pode nao ter sido considerado ou

algum problema na execugé&o dos experimentos ocorreu.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDO

Esse foi um estudo do tipo observacional, analitico, transversal com coleta

retrospectiva de dados.

5.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parand (CEP-HC-UFPR), CAAE:
18714013.4.0000.0096 (ANEXO 1).

5.3 MATERIAL

A pesquisa foi realizada com amostras clinicas de ANF e lavado bronco
alveolar (BAL, do inglés: bronchoalveolar lavage) de pacientes de 0 a 14 anos,
coletadas e encaminhadas ao laboratério de virologia do HC-UFPR, para a pesquisa
de virus respiratérios, de julho de 2011 a maio de 2013. A amostra clinica foi
acondicionada em tubos cénicos de polipropileno livre de RNAse/DNAse de 15 mL,
contendo meio de transporte viral apropriado (ANEXO 2) e foi encaminhada
imediatamente sob refrigeracdo, até o laborat6rio de virologia para processamento e
andlise. Durante o processamento, aliquotas da amostra foram separadas em tubo
livre de RNA/DNAse para a extracdo do material genético. O material restante foi

armazenado a temperatura de -80°C.

5.3.1 Ciritérios de elegibilidade

5.3.1.1 Critérios de inclusao

Amostras pediatricas (0 i 14 anos de idade), encaminhadas ao laboratorio
de virologia para a pesquisa de virus respiratorios, com deteccdo de VSR, entre
julho de 2011 e maio de 2013.
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5.3.1.2 Critérios de excluséo

Quantidade de amostra clinica insuficiente para a realizacdo das
metodologias, faixa etaria diferente da preconizada no estudo, internamento em
clinicas relacionadas ao tratamento de doencas sanguineas como transplante de

células tronco-hematopoéticas ou quimioterapia e negatividade para VSR.

5.3.2 Dados demograficos, epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos analisados foram coletados por revisdo dos prontudrios
médicos dos pacientes que foram internados no HC-UFPR. Definiu-se como doencga
grave a necessidade de ventilacdo mecanica, admissdo em UTI ou evolucéo fatal.

Foram observados o0s seguintes parametros:

5.3.2.1 Demogréficos
1 Idade (em meses);
1 Sexo;
1 Idade gestacional (em semanas) na época do nascimento;
1 Histérico familiar de asma;
1 Histéria pessoal de atopia;
9 Presenca de comorbidades como doenca pulmonar cronica,
cardiopatias, doencas genéticas entre outras.
5.3.2.2 Epidemiologicos
1 Més da infeccao;
1 Exposicéo a tabagismo passivo;
1 NUumero de internamentos prévios por quadro respiratorio.
5.3.2.3 Clinicos
9 Local de internamento: Enfermaria ou UTI;
1 Diagndstico: traqueobronquite, bronquiolite, laringite, pneumonia viral,
pneumonia bacteriana, apneia;
1 Monoinfecg¢éo ou coinfecc¢ao;
1 Tempo de internamento (em dias);
1 Necessidade de ventilagcdo mecanica;

1 Necessidade de oxigénio;
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1 Numero de dias de uso de oxigénio;
1 Presenca ou auséncia de febre;
1 Presenca de esforco respiratorio;
1 Uso de antibiético;
1 Evolucéo clinica: Alta hospitalar ou 6bito.
5.3.2.4 Laboratoriais
1 Valor da proteina C reativa;
1 Numero total de leucécitos;
{1 Tipo de virus identificado: VSR, metapneumovirus, parainfluenza,

rinovirus, adenovirus, enterovirus, bocavirus ou coronavirus.

De uma forma resumida, o presente estudo foi desenvolvido conforme

esquematizado no fluxograma descrito na FIGURA 6.
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FIGURA 6- ETAPAS QUE FORAM DESENVOLVIDAS PARA A REALIZACAO DO TRABALHO

Amostras para pesquisa de Virus
Respiratoérios

A 4
PCR multiplex

v

VSR AeVSRB

\ 4

Incluidas no estudo
(criancas de 0-14 anos)

|
v v

RT- PCR convencional | Andlise dos prontuarios
A 4 l
Bandas para VSR A e VSR B Levantamento dos dados dos
no tamanho esperado pacientes com VSR:
- Epidemiolégicos
- Demogréficos
A 4 e
. - Clinicos
Purificacédo - Laboratoriais
v
Sequenciamento v
# 1 Verificar se ha diferenca entre os
Analise Filogenética pacientes com monoinfecgdo pelo
VSR e coinfecgdo com outros virus
$ respiratorios;

1 Correlacionar os gendétipos com 0s
dados clinicos;
1 Verificar se ha relacdo entre a
presenca de inser¢fes na sequéncia
de nucleotideos e a gravidade clinica.

1 Verificar quais os genoétipos
circulantes;

9 Comprovar a presenca de
insercéo na sequéncia de
nucleotideos entre as amostras
selecionadas.

FONTE: A autora (2015).

5.4 METODOS

5.4.1 Processamento das amostras

O frasco contendo a amostra clinica foi homogeneizado em vértex para
desprender as células do muco, sendo em seguida submetido a centrifugacéo por 10
minutos a 129 x g em centrifuga Fanem® Baby®| Modelo 206 BL. No fluxo laminar,

apos assepsia e com o auxilio de uma pipeta, foram separados em tubo conico de
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polipropileno livre de RNAse/DNAse de 1,5mL, 200 pyL da amostra para realizagdo
da técnica de PCR e 1mL foi armazenado a -80°C para estudos posteriores.

5.4.2 Extracdo do genoma viral

O processo de extracdo do material genético foi todo realizado em banho de
gelo para evitar sua degradacdo. A técnica de extracdo foi realizada com o kit
PureLink® Viral RNA/DNA, Invitrogen™, seguindo instrucdes do fabricante, que
consistia nos seguintes passos: Em um tubo cobnico de polipropileno livre de
RNAse/DNAse de 1,5mL, acrescentou-se 5,6puL de Carrier RNA (previamente
diluido), adicionou-se 200 pL da amostra, 200 pL de tampé&o de lise viral e 25 uL de
proteinase K (reagentes incluidos no kit). Os tubos foram homogeneizados em vortex
por 15 segundos, incubados a 56°C por 15 minutos e centrifugados rapidamente
para remover as gotas da tampa. Em seguida, foram acrescentados 250 pL de
etanol absoluto (96 © 100%), homogeneizando-se em vortex por 15 segundos e
ficando 5 minutos em temperatura ambiente. ApOs esse tempo, o tubo foi
centrifugado rapidamente para remover as gotas da tampa e o sobrenadante foi
transferido para a coluna de silica em outro tubo. O conjunto foi centrifugado por 1
minuto a 6800 x g e foi transferido para outro suporte limpo. Neste foram
adicionados 500 pL de Wash Buffer (W5) e a coluna com o suporte foi centrifugada
por 1 minuto a 6800 x g novamente. O liquido foi descartado e da mesma maneira,
adicionou-se 500 pyL de Wash Buffer (W5) e centrifugou-se por 1 minuto a 6800 x g.
O sobrenadante foi descartado e a coluna com o suporte foi colocada mais uma vez
na centrifuga por 1 minuto em rotacdo maxima para secar todo o etanol.
Posteriormente a coluna foi transferida para outro tubo de 1,5 mL e o RNA foi eluido
em 60 pL de agua livre de RNAse (E3). Deixou-se 5 minutos em temperatura
ambiente e a coluna foi centrifugada com o suporte por 1 minuto em rotacao
maxima. ApoOs isso, a coluna foi descartada e o que restou no tubo foi o material
genético extraido. Em seguida, o extraido foi quantificado em espectrofotdmetro

(Nanodrop) e armazenado em freezer a1 80°C.
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5.4.3 Sintese do DNA complementar

Como o virus analisado possui material genético composto por RNA, essa
etapa foi necessaria para que a sintese do DNA complementar (cDNA) pudesse
servir de molde para a amplificacdo realizada por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada por uma enzima
transcriptase reversa dependente de RNA, usando iniciadores randdémicos
hexdmeros (random hexanucleotide primers).

Utilizou-se para a obtencdo do cDNA, a enzima SUPERSCRIPT II,
Invitrogen™, de acordo com a orientacéo do fabricante.

Inicialmente preparou-se a mistura (mix) com 0s seguintes reagentes: 2,5
mM de d NTBufies(Tampax da reacdo), 0,1 M DTT (Ditiotreitol), RNAse out e
RT Superscript 1l (Enzima transcriptase reversa). Posteriormente, em um tubo
conico de polipropileno (RNAse free) de 1,5 mL adicionou-se 7,5 pL da amostra
extraida (concentracdo do material genético deve ser de 10 a 500 ng), 1,0 pyL de
agua ultra-pura e 1,0 yL de randon hexanucleotide primer (previamente diluido, na
concentracéo final de 62,5 ng/uL) e incubou-se o tubo em termobloco a 65°C por 5
minutos. Em seguida, retirou-se o tubo e acrescentou-se 10,5 pL do mix de
reagentes, levando-o para o termobloco a 25°C por 10 minutos. Posteriormente o
tubo foi incubado a 42°C por 50 minutos e finalmente a 70°C por 15 minutos. Apés
esse periodo de incubacdo o tubo foi colocado em gelo. Caso o conteudo fosse
utilizado no mesmo dia, o material poderia ser guardado em geladeira, caso

contrario, foi armazenado em freezer a i 20°C.

5.4.4 Deteccdo e tipagem de VSR em amostras respiratorias

5.4.4.1 RT-PCR multiplex

A deteccédo do VSR presente nas amostras de ANF ou BAL foi feita por meio
da metodologia de RT-PCR multiplex, com o kit comercial Seeplex ® RV15 ACE
Detection (Seegene Inc, Korea), o qual permite a deteccdo de 15 tipos virais. Os
virus detectados por esta técnica sdo: adenovirus humano, metapneumovirus
humano, parainfluenza tipos 1, 2, 3 e 4, influenza A, influenza B, virus sincicial

respiratorio A e B, rinovirus humano, enterovirus humano, bocavirus humano, alfa-
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coranavirus (229E/NL63) e beta-coranavirus (OC43/HKU1), de acordo com o

QUADRO 3.

QUADRO 3 RELAGAO DO TIPO VIRAL DE CADA CONJUNTO PESQUISADO (A, B E C) E DO
TAMANHO DOS FRAGMENTOS OBTIDOS POR MEIO DA METODOLOGIA
UTILIZANDO O KIT RV15 ACE DETECTION

RV15 OneStep ACE Detection (Conjunto A)

Tamanho do produto em gel de agarose (bp)

Controle interno 850
Adenovirus humano 534
Coronavirus humano 229E/NL63 375
Parainfluenza virus humano 2 264
Parainfluenza virus humano 3 189
Parainfluenza virus humano 1 153
RV15 OneStep ACE Detection (Conjunto B) | Tamanho do produto em gel de agarose (bp)
Controle interno 850
Coronavirus humano OC43 578
Rhinovirus humano A/B/C 394
Virus sincicial respiratério humano A 269
Virus influenza A 206
Virus sincicial respiratério humano B 155
RV15 OneStep ACE Detection (Conjunto C) | Tamanho do produto em gel de agarose (bp)
Controle interno 850
Bocavirus humano 1/2/3/4 579
Virus influenza B 455
Metapneumovirus humano 351
Parainfluenza virus humano 4 249
Enterovirus humano 194

FONTE: SEEGENE (2015).

Para cada amostra foram utilizados trés tubos coénicos de polipropileno

(RNAse free) de 0,2 mL, cada qual contendo um conjunto de iniciadores para

diferentes patdgenos. Eles foram nomeados como A, B e C.

Cada amostra foi amplificada simultaneamente em trés reacdes separadas,

como mostra a FIGURA 7. O conjunto onde os primers para o VSR s&o encontrados

esta destacado por um circulo identificado como fSet Ba Também se pode observar

na figura um retangulo ao redor da amostra que apresenta banda na posicéo

esperada para o VSR do grupo A (269 pares de base (bp) mais acima e um

retdngulo ao redor da banda encontrada para o VSR do grupo B (155bp) mais

abaixo. O processo inteiro foi feito com os reagentes e amostras em gelo.
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FIGURA 7 - MODELOS DE AMPLIFICAGAO DE AMOSTRAS CLINICAS UTILIZANDO O KIT DE AMPLIFICAGCAO SEEPLEX® RV15 ACE DETECTION
SEEGENE INC, KOREA
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O teste foi realizado utilizando os reagentes contidos no kit comercial, da
seguinte maneira: Adicionou-se 2,0 pL de 5X RV15 ACE PM (contém os iniciadores
do grupo A, B ou C e os controles®, em seus respectivos tubos), 3,5 pL 2X multiplex
Master Mix (contém DNA polimerase, Bufferc o m d NT P &, € estadligaddres),
1,5 uL 8-MOP solution®, em seguida o tubo foi homogeneizado rapidamente em
vortex e pulsado em microcentrifuga para retirada das gotas que tenham ficado na
tampa. Posteriormente adicionou-se 3 pL da amostra (CDNA alvo) a cada respectivo
tubo, totalizando 10 pL. Os tubos foram bem fechados, para evitar evaporacdo e em
seguida foram levados ao termociclador com as seguintes condicbes de
termociclagem: Desnaturagéo inicial a 94°C por 15 minutos, seguida de 40 ciclos,
cada um deles composto de 30 segundos a 94°C para desnaturacdo do DNA molde,
1 min. e 30 segundos a 60°C para o pareamento dos primers e 1 min. e 30 segundos
a 72°C para a extensao. No final dos ciclos seguiu-se um aquecimento (72°C) por 10
min. de extensao final, terminando com 10°C até que as amostras fossem retiradas.

Apos o término dos ciclos do termociclador, o produto obtido em cada tubo
foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL), da seguinte maneira: adicionou-se 5,0 pL da amostra
amplificada, 4,0 pL de &gua ultra-pura e 1,0 uL de tampédo de amostra, totalizando 10
ML que foram aplicados no gel. Posteriormente o gel foi fotografado em
transiluminador sob luz ultravioleta (UV) e analisado usando o programa E-capt
Vilber-Lourmat (OLIVEIRA; MULLER; MEDEIROS, 2010; ICT, S.L., 2012). O controle
positivo (RV15 ACE PCR) utilizado vem junto com o kit e contém uma mistura de
clones de todos os patégenos contemplados em cada grupo testado (A, Be C) e o
controle interno. Em cada reacédo foi utilizado um controle positivo e um negativo
(agua ultra-pura).

As amostras positivas para VSR i A ou VSR i B pela técnica de RT-PCR

multiplex foram submetidas a reacdes de RT-PCR duplex adaptado, visando

® Controle interno foi utilizado para verificar se havia alguma substancia que poderia interferir na amplificacdo da

RT-PCR. E composto por um DNA plasmidial.

6 8-MOP (8-methoxypsoralen) foi utilizado para prevenir contaminagdo, extinguindo a atividade de molde de
DNAs contaminantes. E conhecido como intercalante de duplas cadeias de acidos nucleicos, formando ligagées
covalentes cruzadas intercadeias depois de ser ativado pela irradiagdo UV do transiluminador com comprimento
de onda entre 320-400nm.
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amplificacdo das regifes que correspondem as glicoproteinas do envelope viral: G e
F (REIS, 2006).

5.4.5 Subtipagem de VSR 1 Amplificacéo parcial dos genes G e F.

5.4.5.1 RT- PCR semi-nested utilizando o método de Taguchi

Para a realizacdo desta metodologia, alguns parametros (variaveis que
influenciam a técnica e que podem ser controladas durante o processo) foram
testados, como: quantidade de iniciadores, MgCl,, temperatura de anelamento dos
iniciadores, guanti dade de dNTEDNA daesamogtra,ade adordaea d e
com a matriz representada no QUADRO 4, onde as linhas representam cada ensaio

nas condi¢des propostas pelos niveis (0,1 e 2).

QUADRO 4- VARIAVEIS UTILIZADAS PARA REALIZACAO DA METODOLOGIA

DE TAGUCHI
. A B c D E
Variavel
c . Quantidade Quantidade Quantidade
Nivel oncentragao de MgClz Temperatura de DMA utili- | de Mix dNTP's
dos primers de anelamento
(100mM) zada (10mM)
0,754l 1 I (200
0 5pmol 50°C 50ng
(1,5mM) L)
2.5 ul {500
1 10pmol 2 Jl (4mi) 55°C 100ng
uM)
5 pl (1000
2 20pmol 3l (BmM) 65°C 200ng M)
M

FONTE: A autora (2015).

Os cinco parametros previamente definidos para serem avaliados por esta
metodologia (QUADRO 4 e 5) foram analisados com uma mesma amostra, em
triplicata, em que foram feitas distintas combinacBes conforme demonstrado na
matriz ortogonal (QUADRO 5), construida pelo software JMP, versdo 9.0.1 (SAS
Institute Inc.). Os resultados obtidos (presenca de bandas especificas e intensidade
destas) foram analisados utilizando o software E-capt (Vilber-Lourmat) (OLIVEIRA;
MULLER; MEDEIROS, 2010; ICT, S.L., 2012). A matriz obtida substituindo os

valores das variaveis, € mostrada no QUADRO 6.

d



QUADRO 5 - MATRIZ ORTOGONAL SUGERIDA PELA METODOLOGIA DE TAGUCH]I,
PARA CORRELACIONAR OS PARAMETROS COM 12 POSSIBILIDADES

DE TESTES
VARIAVEL/

NIVEL A B c D E
1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 1 1

i 0 0 0 2 2

4 0 1 2 0 1

5 1 1 1 1 1

B 1 1 1 2 2

7 1 1 1 0 0

8 1 2 0 1 2

) 2 2 2 2 2
10 2 2 2 0 0
11 2 2 2 1 1
12 2 0 1 2 0

FONTE: A autora (2015).

QUADRO 6 - MATRIZ ORTOGONAL OBTIDA APOS O CRUZAMENTO DAS VARIAVEIS E
SUAS POSSIBILIDADES DE ENSAIO

ENSAIO A B c D E
Concen- Tempera- .
= . Quantidade . i
) tragao Quantidade de | tura de Quantidade de Mix
Mivel i de DMNA
dos pri- | MgClz (100mM}) anela- . dNTP's (10mM)
utilizada
mers mento
1 Spmol 0, 75pl {1,5mM) 50°C 50ng 1l (200 ph)
2 Spmol 0, 75pl {1,5mM) 50°C 100ng 2.5 Pl (500 i)
3 Spmol | 0,75ul (1.5mM) | 50°C 200ng 5 pl (1000 pM)
4 5pmol 2 ul (4mM) 65°C 50ng 2.5 pl (500 pM)
5 10pmaol 2 I (4mhd) 55°C 100ng 2.9 Yl (300 P
6 10pmaol 2 Hl (4mha) 55°C 200ng 3 W (1000 phd)
7 10pmaol 2 I (4mhd) 55°C o0ng 1 pl {200 P
8 10pmaol 3 Ml (Bmhd) s0°C 100ng 3 W (1000 phd)
9 20pmol 3 Ml (Bmhd) 6a°C 200ng 3 W (1000 phd)
10 20pmol 3 HI (Bmhd) 65°C 50ng 1 pl {200 phd)
11 20pmol 3 dl (BEmh) 65°C 100ng 2.5 Pl (500 ph)
12 20pmol | 0,75l {1,5mhd) 55°C 200ng 1l (200 ph)

FONTE: A aUtoré_(_ZOiS).
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Utilizou-se uma amostra positiva para VSR do grupo A (amostra 1932), do
ano de 2013 para que todos os testes fossem realizados, de acordo com o0s
parametros sugeridos pelo QUADRO 6, em triplicata. Essa amostra foi selecionada,
tendo como base o resultado obtido através da eletroforese feita a partir do RT- PCR
multiplex, optando-se pela banda que apresentava maior intensidade e resolucéo
para o VSR, como mostra a FIGURA 8, onde estdo destacadas por um retangulo

duas bandas, mostrando a diferenca de intensidade entre elas.

FIGURA 8 - BANDAS OBTIDAS ATRAVES DE
ELETROFORESE EM GEL DE
AGAROSE COM PRODUTOS DA
RT- PCR MULTIPLEX

. 100bp Amostra Amostra

1531 1532
_—) :

FONTE: A autora (2015).

A amostra extraida continha concentragdo de material genético (RNA) no
valor de 43 ng/uL na primeira extracdo, e na segunda, concentracdo de 53 ng/uL. A
enzima utilizada para fazer os ensaios foi a DFS-Tag DNA Polymerase i Bioron

International (www.bioron.net).

Para o calculo das concentracfes otimizadas, foram analisados todos os
resultados obtidos das reagfes de RT-PCR semi-nested, que foram realizadas,

conforme a matriz ortogonal previamente descrita no QUADRO 6.


http://www.bioron.net/
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A andlise no software E-capt (Vilber-Lourmat), consiste na observacdo da
presenca do produto obtido através da eletroforese em gel de agarose, contendo a
banda do tamanho esperado, em bp e area, partindo do principio de que a melhor
reacdo de RT-PCR é aquelaque obt ®m a mai or conlagar-tr a- «
b et )Y & wvalores obtidos pelo calculo da area foram aplicados em uma formula
(FIGURA 9) desenvolvida para essa padronizacao, de acordo com seu idealizador,
Taguchi (COBB; CLARKSON, 1994).

FIGURA 9 - FORMULA RECOMENDADA POR TAGUCHI

f
| - |
SNL = -10log|~ Y —
PSR/

FONTE: COBB; CLARKSON (1994).

Onde, SN, é a razao sinal-ruido, n € o nimero de niveis e y € o rendimento.
Para cada componente, as condi¢cdes 6timas sdo aquelas que SN_ é maior, dessa
forma, deseja-se maximizar os resultados.

ApoOs a realizacao dos 12 tipos de ensaios, em triplicata, os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose e as bandas observadas foram

analisadas de acordo com o tamanho da area do respectivo produto (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - IMAGEM DO GEL DE ELETROFORESE UTILIZADO PARA PADRONIZAGAO DA RT-
PCR USANDO A METODOLOGIA DE TAGUCHI

Amostras em triplicada testadas pelos método de Taguchi

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5SA 5B 5C 10A PM

FONTE: A autora (2015).

Posteriormente a esse processo, o resultado dos valores mais adequados
para que a reacdo de RT-PCR fosse feita, de forma que utilizasse menores
guantidades de reagentes e que apresentasse uma intensidade e resolucfes faceis
de identificar na eletroforese, foram aqueles valores empregados no ensaio de
namero 1 (FIGURA 10), que apresentava 0s seguintes parametros, de acordo com o
QUADRO 7 . O protocolo de trabalho utilizando esses valores encontra-se no
APENDICE 1.
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QUADRO 7- MELHORES PARAMETROS UTILIZADOS PARA A
REALIZACAO DAS TECNICAS DE RT-PCR E SEMI-
NESTED PCR, DE ACORDO COM O RESULTADO DA
PADRONIZACAO PELA METODOLOGIA DE TAGUCHI

1° PCR (30°C) Semi-nested PCR (50°C)
REAGEMNTE VOLUME REAGEMTE VOLUME
Buffer 5uL Buffer 5uL
MgClz (100mM) 0,75 pl (1,5mM) MgClz 0,75 plL
dNTP's [10m ) 1 pl (200 whi) dNTPF's 1 pl
Primer GAB () 05 L (5 | Pri GAB | 0.5 pL
+
(10pmol) 5 AL (Spmaol) rimer (+) L5
Primer FV |-
rimer FV ) 0,5 uL (Spmal) | Primer FLAB(-) 0,5 pL
(10pmiol)
Enzima Tag 0,5 pL Enzima Tag 0,5 pL
HzO asp 40,55 L H:z0 gsp 3875 L
cDMNA (Concentracdo
da amostra: 43 1,2 pl (50 ngfuL) cDMNA 3 L
ng/ul)
TOTAL 50 nL TOTAL 50 pL

FONTE: A autora (2015).

5.4.5.2 RT- PCR duplex adaptado

Com os resultados obtidos utilizando-se a metodologia de Taguchi, iniciou-se
a realizacdo da técnica de RT-PCR convencional, aplicando uma metodologia semi-
nested, utilizando as concentracdes otimizadas. Como houve baixa positividade das
amostras analisadas, optou-se por realizar nova padronizacéo da técnica, passando
a utilizar uma metodologia de RT- PCR convencional duplex.

Empregou-se essa metodologia para que 0s genes que codificam as
glicoproteinas do envelope viral G e F, que sdo as mais variaveis, fossem
amplificados. Pode ser observado na FIGURA 11, a localizacdo dos genes que
codificam as proteinas de interesse e em destaque, 0s iniciadores que foram
utilizados e os tamanhos esperados para os produtos amplificados, de acordo com o
grupo ao qual pertencem. No QUADRO 8, observam-se a relacdo dos primers

utilizados.
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FIGURA 11 - ORGANIZACAO ESQUEMATICA DO GENOMA VIRAL DO VSR

genoma
3
-0 - - —
NS1 NS2 N P M _SH G F M2
GAB + : FV-
5t = r S=L = 3' mRNA
e i
| GAB+ :
=

!_i Produto de PCR

564 pb para amostras do grupo A.

FONTE: Adaptado de REIS (2006).

QUADRO 8- RELACAO DOS PRIMERS UTILIZADOS NA TECNICA DE RT-PCR, MOSTRANDO
SUA ESPECIFICIDADE PARA O GRUPO A E/OU GRUPO B, POLARIDADE,
LOCALIZACAO, SEQUENCIA E TAMANHO DO PRODUTO ESPERADO.

UTILIZAGAOD POLARIDADE | LOCALIZAGAO PRIMER (SEQUENCIA §' - 3') PRODUTO
Detecgdo de RSV AIB | GAB (+) 5100-5119gp G YCAYTTTGAAGTGTTCAACTT
(21bp)
Detecgdo do grupo A | F1AB () 5664 — 5645 gp F CAACTCCATTGTTATTTGCC RSVA = 564pb
(20bp)
Detecgdo dogrupo B | V() 57685747 gpF | GTTATGACACTGGTATACCAAC | RSVEB -668ph
(22bp)

FONTE: Adaptado de REIS (2006).

A metodologia foi realizada de acordo com o que foi estabelecido na
padronizacao pelo método de Taguchi.

Para um volume de reacéo final de 50 pL, utilizou-se: 5 puL de reaction buffer
( x  JIn@ompleeg 0,75 pL (equivalente a 1,5 mM) de MgCI, (concentragdo 100
mM); 1,0 uL (equivalente a 200 uM) de mix de d N T P(éoacentracdo 10 mM cada);
0,5 pyL do primer foward (GAB+) e dos primers reverse (FV- e F1AB-) na
concentracédo 10 uM cada; 0,5 pL de enzima DFS-Taq DNA Polymerase; quantidade
suficiente para (g.s.p) 50 pL, de agua ultra-pura que é variavel de acordo com a
quantidade de material genético adicionado a reacéo e volume proporcional & 50 ng
de molde de DNA.

Em seguida, o tubo contendo os reagentes e o molde de DNA foi levado ao

termociclador para a amplificacdo, com as seguintes condi¢des de termociclagem:
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Desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos, cada um deles
composto de 15 segundos a 94°C para desnaturacdo do DNA molde, 30 segundos a
50°C para o pareamento dos primers e 30 segundos a 72°C para a extensdo. No
final dos ciclos seguiu-se um aquecimento (72°C) por 7 min. de extenséo final.
Todas as reagfes realizadas incluiram controles negativos (dgua ultra-pura) e um
controle positivo para VSR do grupo A, para validar o processo de amplificacao e

identificar a presenca de contaminantes.

5.4.5.3 Eletroforese em gel de agarose

A deteccdo do produto amplificado foi realizada em gel de agarose a 1,5%
(REIS, 2006) em tampado TBE (Tris-borato-EDTA) (1x) contendo 0,1 yL de corante
SYBR® Safe DNA Gel Strain’ para cada mL de tampdo TBE utilizado. Apés a
polimerizagao do gel, foram aplicados 7 pL o produto da RT-PCR, misturado com 3
pUL de tampao de amostra (carreador) (contém 50 mM de EDTA pH 8,0; 25% de
Ficoll e 0,25% de azul de bromofenol), totalizando 10 pL. No primeiro poc¢o do gel foi
adicionado 10 pL do peso molecular (GeneRulerE 100 b p Ladd¢rAPlus -
Fermentas), diluido de acordo com a recomendacédo do fabricante.

Os parametros da corrida incluiram a voltagem de 110 volts, com tempo
aproximado de 60 minutos, dependendo do tamanho da cuba de eletroforese. Em
seguida, o gel foi visualizado no transiluminador Vilber Loumart, sob luz ultravioleta,
para deteccdo das bandas. Posteriormente a imagem obtida foi analisada e a
densitometria das bandas do gel de eletroforese foram realizadas com o software E-
capt (Vilber Lourmat) (OLIVEIRA; MULLER; MEDEIROS, 2010; ICT, S.L., 2012).

As amostras que apresentaram sinais compativeis com a amplificacédo
destas regides (amplicons) foram purificadas e analisadas por seqguenciamento

nucleotidico.

5.4.6 Purificagdo dos produtos amplificados

A purificagcdo dos produtos da RT-PCR € necessaria para remocao do

excesso de dN T P é grimers que podem interferir na reacdo de sequenciamento. As

" No decorrer das analises, o corante SYBR® Safe foi substituido por 0,05 uL de brometo de etideo
para cada mL de TBE utilizado.
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amostras que apresentaram bandas consideradas dentro do valor dos pares de
bases esperados para o VSR (aproximadamente 564 pb para o grupo A e 668 pb
para o grupo B), foram purificadas utilizando o kit PureLink® Quick Gel Extraction da
marca InvitrogenE, de acordo com o recomendado

material purificado (DNA) foi dosado em espectrofotbmetro Thermo Scientific® 1
NanoDrop 2000 - Uniscience para verificar a concentracéo e pureza a 260 nm e pela

razdo 260/280 nm, respectivamente. O material foi armazenado em freezer a i 80°C.

5.4.7 Reacédo de sequenciamento para marcacao do DNA

Apos a purificacdo e quantificacdo, o produto de PCR obtido foi submetido a
técnica de sequenciamento nucleotidico. Utilizou-se o kit Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems Division, Foster City, CA), com 0s
seguintes reagentes: 1 pL de Premix ready reaction, 1,5 pL de tampao de
sequenciamento, volume de molde de DNA calculado de acordo com o
recomendado pelo fabricante (TABELA 2), 1 pL de primer (5 pmol/uL)?, 4gua ultra-
pura em q.s.p completar 10 pL. Como o VSR apresenta fragmentos de
aproximadamente 600 bp, utiliza-se 30 ng de material genético.

Em seguida, o tubo contendo os reagentes e o molde de DNA foi levado ao
termociclador para a marcacdo do DNA, com as seguintes condicbes de
termociclagem: Desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos, cada
um deles composto de 15 segundos a 96°C para desnaturacdo do DNA molde, 15
segundos a 50°C para o pareamento dos primers e 4 minutos a 60°C para a
extensdo. No final dos ciclos pode-se deixar o equipamento em 4°C até o momento

da retirada dos tubos.

® Deve ser feita uma reacdo de sequenciamento para cada primer.

pel o
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TABELA 2 - QUANTIDADE DE DNA MOLDE A SER
UTILIZADO EM REAGOES DE
SEQUENCIAMENTO, DE ACORDO COM O
TAMANHO DO FRAGMENTO ESPERADO

Molde Quantidade
Produto de PCR

100-200pb 10ng
200-500pb 20ng
500-1000pb 30ng
>1000pb 100ng
DNA de cadeia simples 100ng
Plasmidio 255ng
>10000pb 1Mg

FONTE: Kit BIG DYE TERMINATOR v3.1 Cycle
Sequencing Standard (Applied Biosystems
Division, Foster City, CA).

5.4.8 Purificagdo e precipitagdo do DNA marcado

Este processo tem o objetivo de remover 0 excesso de didesoxinucleotideos
presentes na reacao, através do método de precipitacdo com isopropanol a 75%,
seguido de lavagem com etanol 70%.

O processo consistiu em adicionar 40 pL de isopropanol 75% ao material
genético que foi marcado, homogeneizando-o logo em seguida. Deixou-se em
temperatura ambiente por 20 minutos, protegendo o material da incidéncia da luz.
Centrifugou-se a 1610 x g por 45 min. (Centrifuga Eppendorf 5430), as amostras
contidas em placa ou 11387 x g por 30 min. (Centrifuga Eppendorf MiniSpin®), caso
estivessem em tubo conico de polipropileno (RNAse free) de 0,5 mL. Removeu-se o
isopropanol invertendo a placa/tubo sobre um papel absorvente. Em seguida foi
adicionado lentamente pelas paredes do tubo/ poco, 200 pL de etanol 70% gelado.
Centrifugou-se a 1610 x g por 10 min. (Centrifuga Eppendorf 5430), se fosse placa
ou 11387 x g por 10 min. (Centrifuga Eppendorf MiniSpin®), se estivesse usando
tubo. O etanol foi removido invertendo-se a placa/tubo sobre um papel absorvente.
As amostras foram deixadas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por

aproximadamente 12 horas, para que todo o etanol evaporasse.
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Em seguida, as amostras foram precipitadas da seguinte maneira:
Adicionou-se 10 pL de formamida HI-DI e em seguida o tubo/placa foi levado ao
termociclador a 96°C por 5 minutos. ApOs esse processo, 0 material ficou em gelo
até ser levado ao sequenciador. Os materiais foram submetidos a eletroforese em
polimero POP-7, utilizando o sequenciador automatico modelo 3500x|I Genetic

Analyzer da Applied Biosystems, Inc. EUA.

5.4.9 Analise filogenética

Ap6s o sequenciamento, os fragmentos foram editados utilizando os
programas BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.2.5 (12/11/2013) e
SegMan®, Lasergene versao 7.0.0 (DNASTAR, Inc, Madison, WI. 24/01/2006) com a
formacdo das sequéncias-consenso (contigs). Posteriormente com o software
MEGA, versdo 6.06 i Expert Analysis Software T DNAStar, Inc. EUA, foi realizado o
alinhamento das sequéncias obtidas de acordo com o programa Clustal W e a
construcdo das arvores filogenéticas foram baseadas no método de Maximum
Likelihood, utilizando analise de bootstrap com 500 repeticbes (TAMURA et al.,
2011). As sequéncias obtidas foram alinhadas com referéncias de sequéncias virais
obtidas no banco de dados do GenBank, conforme QUADROS 9 e 10.

QUADRO 9 - REFERENQIAS DO GRUPO A DO VSR UTILIZADAS NA ANALISE
FILOGENETICA (Continua)

Grupo A

Genotipo Cepa Origem Cadigo
GA1 NY108 New York- USA AF233917
MO48 Missouri - USA AF233914

GA2 CH57 Atlantai USA AF065258
CH28 Atlanta i USA AF065256

GA3 TX68481 Texas i USA AF233920
MO16 Missouri - USA AF233913

GA4 CHO09 Atlantai USA AF065254
NZA-89-03 New Zealand DQ171789

GA5 AL19556-3 Alabama - USA AF233903
CH17 Atlantai USA AF065255

GAG NY20 New York - USA AF233918
AL19452-2 Alabama - USA AF233901

GA7 MOQ02 Missouri - USA AF233910
CN1973 Manitoba - Canada AF233904




QUADRO 9 - REFERENCIAS DO GRUPO A DO VSR UTILIZADAS NA ANALISE
FILOGENETICA (Conclus&o)

Grupo A
Genotipo Cepa Origem Cddigo
NAL UPM/A/09 Malaysia JQ933950
BR-CE-374-2008 Fortalezai BR JX513381
NA2 BR-CE-395-2011 Fortaleza i BR JX513386
SAA1 SA97D669 Soweto - South Africa AF348809
ON1 ON67-1210a Ontario - Canada JN257693
10162AN/2012 Anconai ltalia JX988439
USA/LA2 56 Tennessee - USA KM042392
Cepa padrao do grupo A = Long (AY911262)
A2 (JX198138)

FONTE: NCBI (2015).

QUADRO 10 - REFERENCIAS DO GRUPO B DO VSR UTILIZADAS NA ANALISE
FILOGENETICA (Continua)

Grupo B

Genotipo Cepa Origem Cadigo
BA BA/1370/99 Argentina DQ227364
BAl BA3833/99B Madrid i Espanha AY333362
BA2 BA/1161/02 Argentina DQ227377
BA/5140/03 Argentina DQ227393

BA3 BA/4915/03 Argentina DQ227390
BA/1607/04 Argentina DQ227397

BA4 BJ/23654 Beijing i China KC297457
B/RJ/445/2010 Brazil JX908876

BA5 NG-137-02 Niigata 1 Japéo AB603481
BAG BE/11508/01 Belgium AY751116
BE/11500/01 Belgium AY751105

BA7 BE/13457/03 Belgium AY751087
BA8 NG-228-06 Niigata i Japé&o HM459871
BA9 HR 144-13 Croatia KJ173834
BA10 SA01-00055 Johannesburg - South Africa KC476920
GB1 CH10b Atlanta - USA AF065250
USA/891-132A-01 New York - USA KJ723482

GB2 CH93-9B Atlanta i USA AF065251
GB3 BR/RJ/188/2007 Brazil JX908832
GB3/SAB3 | BR/A-32/04 Campinas i BR FJ804093
GB4 MO30 Missouri i USA AF233928
SAB1 SA0025 Soweto - South Africa AF348825
SAB2 SA99V800 Soweto - South Africa AF348821
SAB3 BR133-1999 Séo Pauloi BR EU582398
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QUADRO 10 - REFERENCIAS DO GRUPO B DO VSR UTILIZADAS NA ANALISE
FILOGENETICA (Conclus&o)

Grupo B
Genotipo Cepa Origem Cddigo
SAB4 BR-CE-245-2005 Fortalezai BR JX489439
BR-CE-193-2005 Fortalezai BR JX489422
URU-1 MON/7/01 Montevideo i Uruguay AY488804
URU-2 MON/9/01 Montevideo i Uruguay AY488806

Cepa padréo do grupo B =

CH18537 - (M17213)
Sw8/ 1960 (N73545)

FONTE: NCBI (2015).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por meio de calculos de medidas de tendéncia

central de dispersdo, sendo expressos em médias e desvio padrdo para as variaveis
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continuas de distribuicdo simétrica e em medianas e intervalos interquartis (IQR)

para as de distribuicdo assimétrica. Andlise univariada foi realizada para todas as

variaveis. Teste exato de Fisher, qui-quadrado de Pearson, teste t de Student e teste

de Mann-Whitney foram realizados, quando apropriados. Para todos os testes foi

considerado um nivel minimo de significancia de p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 DETECCAO DE VIRUS RESPIRATORIOS

No periodo de julho de 2011 a maio de 2013, foram analisadas 978 amostras
respiratérias (ANF ou BAL) recebidas pelo laboratério de virologia do HC-UFPR, com
solicitacdo para pesquisa de virus respiratérios. Dessas, 360 (36,8%) foram
negativas e houve a deteccado de virus respiratorios, de acordo com o espectro do kit
utilizado de RT-PCR multiplex (RV 15) em 600 (61,4%) amostras.

Das amostras positivas, 176 (176/600, 29,3%) apresentaram deteccdo de
mais de um virus e a maioria, 424 (70,7%) amostras, eram de monoinfeccao viral.

Dentre as coinfeccbes (176 amostras), os virus mais detectados foram:
rinovirus, enterovirus, VSR e adenovirus.

O VSR foi detectado em 167 (167/600, 27,8%) amostras, sendo a maioria 136
(136/600, 22,7%) pertencente ao grupo A e 31 (31/600, 5,2%) amostras foram do
grupo B.

Das 167 amostras positivas para VSR, detectadas durante o periodo de
estudo, 20 foram de 2011, 66 de 2012 e 81 de 2013. Destas, 117 amostras
apresentavam os critérios de inclusdo para a participacdo do estudo e foram
selecionadas para a amplificacdo parcial dos genes G e F pelo método de RT-PCR
duplex, sendo testadas: 14 amostras de 2011, 43 de 2012 e 60 de 2013.

Em 63% (74/117) das amostras testadas por RT-PCR duplex, conseguiu-se
a amplificacdo de um produto especifico, o qual foi purificado e analisado pela
técnica de sequenciamento nucleotidico. Destas, 68 (68/117, 58%) amostras
obtiveram sequéncias de boa qualidade para a realizacdo das analises filogenéticas.

Esquema de trabalho demonstrado na FIGURA 12.



FIGURA 12 - FLUXO DE TRABALHO E RESULTADOS OBTIDOS UTILIZANDO AS
AMOSTRAS POSITIVAS PARA VSR

600 amostras positivas

A

167 reagentes para VSR

27.8%

Y

y

136 reagentes para VSRA

31reagentes paraVSRB

22.7% 52%
117 amostras pediatricas
(0 a 14 anos) incluidas no estudo
74 tiveram amplificacao visualizada
em eletroforese em gel de agarose
A
68 faram utilizadas para realizar
analises filogenéticas
h 4 A 4
53 RSV A 15RSV B
(79%) (21%)
13 coinfecgoes 8 coinfecgoes
HRV HRV
Adv HBoV
HBoV
Plv4

FONTE: A autora (2015).
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6.2 DADOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E LABORATORIAIS

Foram revisados 70 prontuarios dentre o0s pacientes pediatricos
selecionados para a pesquisa. Observou-se que a mediana de idade dos pacientes
estudados foi de 6 meses (IQR 2; 11 meses), com predominio do sexo feminino
(54,3%).

A maioria dos pacientes com VSR foi internada em enfermaria (87,1%) e as
manifestacdes clinicas mais frequentes foram: esforco respiratorio (90%), febre
(72,9%) e hipoxemia (95,7%). Em 88,6% dos casos, ndo houve a necessidade do
uso de ventilagdo mecanica invasiva.

A mediana do tempo de internamento foi de 5 dias (IQR 4; 8 dias). Em
relacdo ao numero de dias de uso de oxigénio também se encontrou uma mediana
de 5 dias (IQR 3; 7 dias).

Os diagndsticos mais frequentes entre os pacientes hospitalizados com VSR
foram: bronquiolite, traqueobronquite e pneumonia viral, com 38,6%, 28,6% e 15,7%
respectivamente.

A maior parte desses pacientes apresentou infeccdo apenas pelo VSR
(68,6%). Nos casos onde houve coinfecc¢édo viral (22/70, 31%), o virus mais frequente
associado ao VSR foi o HRV, em 12 dos 22 casos.

Com relacdo aos dados laboratoriais, 0 nimero de leucocitos presentes no
hemograma no momento da internacdo, apresentou mediana de 10315,0.10%uL
(IQR: 7973,0; 14598,0 .10°/uL) . Em relacéo a proteina C reativa, a mediana foi de
0,84 mg/dL (IQR: 0,33; 2,2 mg/dL). Pode-se considerar como valores de referéncia
para criancas de 1 a 23 meses, o valor de 6000,0 a 14000,0.10%/uL leucécitos e
valores menores que 0,5 mg/dL para proteina C reativa (FERREIRA et al., 2005).

Considerando os fatores de risco, constatou-se que 84,3% néo
apresentavam doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), 74,3% nao possuiam
histéria familiar de asma e 77,1% nao exibiam historia pessoal de atopia. Em relacéo
ao tabagismo passivo, 8,6% dos prontuarios analisados ndo continham essa
informacéo e as porcentagens das criancas expostas a fumaca do cigarro foram de
51,4% e as nao expostas de 40%. A idade gestacional ao nascimento apresentou
mediana de 38 semanas (IQR: 37; 39). Quanto ao numero de internamentos prévios
por quadro respiratorio, a maioria (75,7%) nao tinha historico de internamento prévio.

Um total de 57,1% dos pacientes utilizou antibidtico na vigéncia desta infecgéo.
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Na andlise dos 70 prontuérios, verificou-se que uma paciente evoluiu para o

Obito, porém ela apresentava atresia intestinal e ja havia feito varias cirurgias para

correcdo dessa patologia. Durante uma dessas internagdes, a paciente adquiriu a

infeccdo por VSR, mas essa infeccao nao foi relacionada como causa da morte.

6.3 SAZONALIDADE

Com relacdo a sazonalidade das infec¢cdes por VSR no periodo de estudo,

0s meses de abril, maio e julho (outono e inverno), foram aqueles em que houve

mais casos de infeccdo por VSR, apresentando frequéncias de 31,5%, 28,6% e
14,4% das infeccdes respectivamente (FIGURA 13).

FIGURA 13 - INFECCOES RESPIRATORIAS POR VSR DE ACORDO COM 0OS

MESES DO ANO (N=70 AMOSTRAS)
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M Frequéncia
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o o
2,8%2,8% 1 4 o L%

FONTE: A autora (2015).
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6.4 COMPARACOES ENTRE PACIENTES INFECTADOS PELO VSR GRUPO A E
GRUPO B

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos A e B do VSR com
relacdo as variaveis demogréficas e clinicas avaliadas. Observou-se apenas uma
tendéncia de ter um maior numero de coinfecgfes entre os pacientes infectados pelo
VSR do grupo B (TABELAS 3 e 4).

TABELA 3 - COMPARAGCAO DAS~VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS NOS
CASOS DE INFECCAO PELO VSR DO GRUPO A E VSR DO GRUPO B

VARIAVEIS DEMQGRAFICAS E GRUPO A GRUPO B TOTAL VALOR
EPIDEMIOLOGICAS N= 55 (%) N= 15 (%) N=70(100%) DEP
Género
Masculino 23 (41,8%) 9 (60,0%) 32 (45,7%) 0,2512
Feminino 32 (58,2%) 6 (40,0%) 38 (54,3%)
Idade (em meses)
Mediana 5 7 6 0,3286
IQR* (2;11) (4;10,5) (2;11)
Idade gestacional (em semanas)
o 37 43 (78,2%) 11 (73,3%) 54 (77,1%) 0,2931
<37 12 (21,8%) 4 (26,7%) 16 (22,9%)
Historico familiar de asma
Sim 16 (29,1%) 2 (13,3%) 18 (25,7%) 0,3225
Nao 39 (70,9%) 13 (86,7%) 52 (74,3%)
Histéria pessoal de atopia
Sim 11 (20,0%) 5 (33,3%) 16 (22,9%) 0,3080
N&o 44 (80,0%) 10 (66,7%) 54 (77,1%)
Presenca de DPOC*
Sim 10 (18,2%) 1 (6,7%) 11 (15,7%) 0,4354
Nao 45 (81,8%) 14 (93,3%) 59 (84,3%)
N° de internamentos prévios por quadro respiratério
Nenhum 42 (76,4%) 11 (73,3%) 53 (75,7%) 0,7264
o 1 11 (20,0%) 4 (26,7%) 15 (21,4%)
NI* 2 (3,6%) 0 2(2,9)
Tabagismo passivo
Sim 22 (40,0%) 6 (40,0%) 28 (40,0%) 0,7754
Nao 27 (49,1%) 9 (60,0%) 36 (51,4%)
NI* 6 (10,9%) 0 6 (8,6%)
LEGENDA: *DPOC= Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica; IQR= intervalo interquartil; NI= ndo
informado.

FONTE: A autora (2015).



TABELA 4 - COMPARAGAO DAS VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS NOS CASOS DE

INFECCAO PELO VSR DO GRUPO A E VSR DO GRUPO B (Continua)

VARIAVEIS CLINICAS e GRUPO A GRUPO B TOTAL VALOR
LABORATORIAIS N= 55 (%) N= 15 (%) N= 70 (100%) DE P
Local de internacao
Enfermaria 49 (89,1%) 12 (80,0%) 61 (87,1%) 0,3915
UTI* 6 (10,9%) 3 (20,0%) 9 (12,9%)
Diagnostico
Bronquiolite 21 (38,2%) 6 (40,0%) 27 (38,6%) NA*
Traqueobronquite 16 (29,1%) 4 (26,6%) 20 (28,6%)
Pneumonia viral 9 (16,4%) 2 (13,3%) 11 (15,7%)
Pneumonia bacteriana 6 (10,9%) 1(6,7%) 7 (10,0%)
Laringite 2 (3,6%) 1 (6,7%) 3 (4,3%)
Apneia 1(1,8%) 1 (6,7%) 2 (2,8%)
Tipo de infeccéo
Monoinfeccao 41 (74,5%) 7 (46,7%) 48 (68,6%) 0,0591
Coinfeccdo 14 (25,5%) 8 (53,3%) 22 (31,4%)
Tempo de internamento (em dias)
Mediana 5 6 5 0,8967
IQR* (4:8) (3:8,5) (4:8)
Necessidade de oxigénio
Sim 54 (98,2%) 13 (86,7%) 67 (95,7%) 0,1138
Nao 1(1,8%) 2 (13,3%) 3 (4,3%)
Necessidade de ventilagdo mecénica
Sim 5(9,1%) 3 (20,0%) 8 (11,4%) 0,3551
Nao 50 (90,9%) 12 (80,0%) 62 (88,6%)
N° de dias de uso de oxigénio
Mediana 5 5 5 0,4497
IQR* @3:7) (2:6) 337
Febre
Sim 39 (70,9%) 12 (80,0%) 51 (72,9%) 0,7441
Nao 16 (29,1%) 3 (20,0%) 19 (27,1%)
Esforco respiratério
Sim 49 (89,1%) 14 (93,3%) 63 (90,0%) 1,000
Nao 6 (10,9%) 1 (6,7%) 7 (10,0%)
Valor da proteina C reativa (mg/dL)
Mediana 0,74 1,01 0,84 0,9276
IQR* (<0,33;2,21) (0,46 ;1,40) (<0,33;2,21)
NI* 16 (29,1%) 3 (20,0%) 19 (27,1%)
N° total de leucdcitos
(.10%pL)
Mediana 10.020 11.910 10.315 0,7528
(6.915; (7.973;
IQR* (8.225 ; 15.445) 14.045) 14.598)
Uso de antibiotico
Sim 32 (58,2%) 8 (53,3%) 40 (57,1%) 0,7750
Nao 23 (41,8%) 7 (46,7%) 30 (42,9%)
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TABELA 4 - COMPABAQAO DAS VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS NOS CASOS DE
INFECCAO PELO VSR DO GRUPO A E PELO VSR DO GRUPO B (Concluséo)

VARIAVEIS CLINICAS e GRUPO A GRUPO B TOTAL VALOR
LABORATORIAIS N= 55 (%) N=15(%) N=70(100%) DEP
Evolucéao Clinica
Alta hospitalar 54 (98,2%) 15 (100%) 69 (98,6) NA*
Obito 1 (1,8%) 0 1 (1,4%)
Doenca grave
Sim 12 (21,8%) 6 (40,0%) 18 (25,7%) 0,2707
Nao 43 (78,2%) 9 (60,0%) 52 (74,3%)

LEGENDA: IQR= intervalo interquartil;, NA= ndo aplicavel; NI= n&do informado; UTI= unidade de
terapia intensiva.
FONTE: A autora (2015).

6.5 COMPARACOES ENTRE PACIENTES MONO E COINFECTADOS PELO VSR

Também foi realizada comparacdo entre 0s pacientes que apresentavam
infeccdo apenas pelo VSR e aqueles que apresentavam coinfeccéo viral. Observou-
se que houve diferenca significativa entre a distribuicdo dos casos por sexo e com
relacdo a internamentos prévios, com a maior frequéncia de coinfeccdes virais nos
pacientes femininos e individuos com relato de mais de um internamento. Por outro
lado, houve um predominio de casos de monoinfeccdo em pacientes de menor
idade. Em relacdo aos dados clinicos, observou-se que a presenca de febre era
mais frequente nos pacientes coinfectados e houve uma tendéncia dos

monoinfectados estarem com o virus pertencente ao grupo A (TABELAS 5 e 6).

TABELA 5 - COMPARAGCAO DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E EEIDEMIOLOGICAS NOS
CASOS DE MONOINFECCAO PELO VSR E COINFECCAO COM O VSR (Continua)

VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E MONOINFECCAO COINFECCAO Tl\?:T?oL VALOR
EPIDEMIOLOGICAS N= 48 (%) N= 22 (%) (100%) DE P
Género
Masculino 26 (54,2%) 6 (27,3%) 32 (45,7%) 0,0425
Feminino 22 (45,8%) 16 (72,7%) 38 (54,3%)
Idade (em meses)
Mediana 4 8,5 6 0,0335
IQR* (2;9,3) (4,8 :12,5) (2;11)
Idade gestacional (em semanas)
O 37 36 (75,0%) 18 (81,8%) 54 (771%)  0,3227

<37 12 (25,0%) 4 (18,2%) 16 (22,9%)
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TABELA 5 - COMPARAGAO DAS VARIA~VEIS DEMOGRAFICAS E EPJDEMIOLOGICAS NOS
CASOS DE MONOINFECCAO PELO VSR E COINFECCAO COM O VSR (Concluséo)

VARIAVEIS DEMQGRAFICAS E MONOINFECCAO COINFECCAO TI\(ID:T%A\OL VALOR
EPIDEMIOLOGICAS N= 48 (%) N= 22 (%) (100%) DE P
Histdrico familiar de asma
Sim 13 (27,1%) 5 (22,7%) 18 (25,7%) 0,7759
Nao 35 (72,9%) 17 (77,3%) 52 (74,3%)
Histdria pessoal de atopia
Sim 9 (18,8%) 7 (31,8%) 16 (22,9%) 0,2380
Nao 39 (81,2%) 15 (68,2%) 54 (77,1%)
Presenca de DPOC*
Sim 7 (14,6%) 5 (22,7%) 12 (17,1%) 0,4978
N&o 41 (85,4%) 17 (77,3%) 58 (82,9%)
N° de internamentos prévios por quadro respiratério
Nenhum 41 (85,4%) 12 (54,5%) 53 (75,7%)  0,0288
o 1 7 (14,6%) 8 (36,4%) 15 (21,4%)
NI* 0 2 (9,1%) 2 (2,9%)
Tabagismo Passivo
Sim 21 (43,8%) 7 (31,8%) 28 (40,0%) 0,4202
Nao 23 (47,9%) 13 (59,1%) 36 (51,4%)
NI* 4 (8,3%) 2 (9,1%) 6 (8,6%)

LEGENDA:*DPOC= Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica; IQR= intervalo interquartil; NI= n&o

informado.
FONTE: A autora (2015).

TABELA 6 - COMPARAC}AO~DAS VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS NOS CASOS DE
MONOINFECCAO PELO VSR E COINFECCAO COM O VSR (Continua)

TOTAL
VARIAVEIS CLINICAS e MONOINFECCAO  COINFECCAO N= 70 VALOR
LABORATORIAIS N= 48 (%) N= 22 (%) (100%) DE P
Local de internagcédo
Enfermaria 44 (91,7%) 17 (77,3%) 61 (87,1%) 0,1276
uTI* 4 (8,3%) 5 (22,7%) 9 (12,9%)
Diagnéstico
Bronquiolite 18 (37,5%) 9 (40,9%) 27 (38,6%) NA*
Traqueobronquite 13 (27,1%) 7 (31,8%) 20 (28,6%)
Pneumonia viral 9 (18,7%) 2 (9,1%) 11 (15,7%)
Pneumonia bacteriana 5 (10,4%) 2 (9,1%) 7 (10,0%)
Laringite 3 (6,3%) 0 3 (4,3%)
Apneia 0 2 (9,1%) 2 (2,8%)
Tipo de infecc¢éo
Grupo A 41 (85,4%) 14 (63,6%) 55 (78,6%)  0,0591
Grupo B 7 (14,6%) 8 (36,4%) 15 (21,4%)
Tempo de internamento (em
dias)
Mediana 5 6 5 0,5088
IQR* 4;7,3) (4;9,8) (4;8)
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TABELA 6 - COMPARAQAO~DAS VARIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS NOS CASOS DE
MONOINFECCAO PELO VSR E COINFECCAO COM O VSR (Concluséo)

TOTAL
VARIAVEIS CLINICAS e MONOINFECCAO  COINFECCAO N= 70 VALOR
LABORATORIAIS N= 48 (%) N= 22 (%) (100%) DE P
Necessidade de oxigénio
Sim 47 (97,9%) 20 (90,9%) 67 (95,7%)  0,2307
Nao 1(2,1%) 2 (9,1%) 3 (4,3%)
Necessidade de ventilacdo
mecanica
Sim 5 (10,4%) 3 (13,6%) 8 (11,4%) 0,6997
Nao 43 (89,6%) 19 (86,4%) 62 (88,6%)
N° de dias de uso de oxigénio
Mediana 4,5 5 5 0,6894
IQR* 3:;6) (3,3;7,8) (3;7
Febre
Sim 31 (64,6%) 20 (90,9%) 51 (72,9%) 0,0232
Nao 17 (35,4%) 2 (9,1%) 19 (27,1%)
Esforgo respiratério
Sim 41 (85,4%) 22 (100%) 63 (90,0%) 0,2612
Nao 7 (14,6%) 0 7 (10,0%)
Valor da proteina C reativa
(mg/dL)
Mediana 0,71 1,02 0,84 0,0970
IQR (<0,33;2,0) (0,6 ;2,8) (<0,33; 2,21)
NI* 14 (29,2%) 5 (22,7%) 19 (27,1%)
N° total de leucécitos (.10%/uL)
Mediana 9.375 13.155 10.315 0,0871
(7.973;
IQR* (7.265 ;13.387,5)  (9.460 ; 15.645) 14.598)
Uso de antibiotico
Sim 25 (52,1%) 15 (68,2%) 40 (57,1%) 0,2986
Nao 23 (47,9%) 7 (31,8%) 30 (42,9%)
Evolugéo Clinica
Alta hospitalar 48 (100%) 21 (95,5%) 69 (98,6%) NA*
Obito 0 1 (4,5%) 1 (1,4%)
Doenca Grave
Sim 7 (14,6%) 5 (22,7%) 12 (17,1%) 0,4978
Nao 41 (85,4%) 17 (77,3%) 58 (82,9%)

LEGENDA: IQR= intervalo interquartil; NA= ndo aplicavel, NI= n&o informado; UTI= unidade de
terapia intensiva.
FONTE: A autora (2015).
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6.6 COMPARACOES ENTRE AMOSTRAS COM INSERCAO E SEM INSERCAO
DE NUCLEOTIDEOS

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes
infectados pelo VSR que tinham ou ndo a insercdo de nucleotideos na segunda
regido variavel do gene G. Essa insercao refere-se tanto ao grupo A do VSR quanto
ao grupo B, visto que ha relatos de inser¢cdes de 60 nucleotideos em amostras do
grupo B e de 72 nucleotideos para o grupo A. Para essa comparacdo, o total de
amostras analisadas foi de 68, pois duas sequéncias ndao puderam ser alinhadas
com as outras, sendo entdo, excluidas das andlises filogenéticas. Observou-se que
houve uma diferenca significativa entre a distribuicdo dos casos de pacientes sem
DPOC e a presenca de insercdo de nucleotideos, assim como presenca de
monoinfeccdo e ndo possuir insercdo na sequéncia de nucleotideos. Uma maior
frequéncia de doenca grave foi observada nas amostras com insercdo e houve
diferenca significativa nos valores de proteina C reativa, que estavam dentro da
normalidade nas amostras sem insercdo, porém em 46,1% dos pacientes essa

informagao nao pode ser avaliada (TABELAS 7 e 8).

TABELA 7 - COMPARACAO DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS DAS
AMOSTRAS DE VSR COM INSERCAO DE NUCLEOTIDEOS NO GENE G E SEM
INSERCAO DE NUCLEOTIDEOS (Continua)

VARIAVEIS DEMOGRAFICAS COM INSERCAO SEM INSERCAO TOTAL VALOR

E EPIDEMIOLOGICAS N= 42 (%) N= 26 (%) N= 68 (100%) DEP
Género
Masculino 18 (42,9%) 14 (53,8%) 32 (47,1%) 0,4566
Feminino 24 (57,1%) 12 (46,2%) 36 (52,9%)
Idade (em meses)
Mediana 7 4 6 0,3555
IQR* (3;11) (2;11,5) (2;11)
Idade gestacional (em semanas)
o 37 35 (83,3%) 17 (65,4%) 52 (76,5%) 0,1574
<37 7 (16,7%) 9 (34,6%) 16 (23,5%)
Histérico familiar de asma
Sim 12 (28,6%) 5 (19,2%) 17 (25,0%) 0,5654
Nao 30 (71,4%) 21 (80,8%) 51 (75,0%)
Histdria pessoal de atopia
Sim 12 (28,6%) 5 (19,2%) 16 (23,5%) 0,5654
Nao 30 (71,4%) 21 (80,8%) 52 (76,5%)
Presenca de DPOC*
Sim 3 (7,1%) 8 (30,8%) 11 (16,2%) 0,0164
Nao 39 (92,9%) 18 (69,2%) 57 (83,8%)
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TABELA 7 - COMPARAGAO DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS DAS
AMOSTRAS DE VSR COM INSERGCAO DE NUCLEOTIDEOS NO GENE G E SEM
INSERCAO DE NUCLEOTIDEQOS (Concluséo)

VARIAVEIS DEMOGRAFICAS
E EPIDEMIOLOGICAS

COM INSERCAO SEM INSERCAO
N= 42 (%)

N= 26 (%)

TOTAL

VALOR

N= 68 (100%) DEP

N° de internamentos
respiratorio

Nenhum

o 1

NI*
Tabagismo Passivo

Sim

Nao

NI*

prévios

29 (69,0%)
11 (26,2%)
2 (4,8%)

14 (33,3%)
24 (57,2%)
4 (9,5%)

por

guadro

22 (84,6%)
4 (15,4%)

0

12 (46,2%)
12 (46,2%)
2 (7,6%)

51 (75,0%) NA*
15 (22,1%)

2 (2,9%)

26 (38,2%)  0,4286
36 (53,0%)

6 (8,8%)

LEGENDA: *DPOC= Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Crdnica; IQR= intervalo interquartil;, NA= néo
aplicavel; NlI=nao informado.

FONTE: A autora (2015).

TABELA 8 - COMPARACAO DAS VARIAVEIS CITiNICAS E LABORATORIAIS NAS AMOSTRAS DE
VSR COM INSERCAO DE NUCLEOTIDEOS NO GENE G E SEM INSERCAO (Continua)

VARIAVEIS CLINICAS E COM INSERCAO SEM INSERCAO TOTAL VALOR
LABORATORIAIS N= 42 (%) N= 26 (%) N=68 (100%) DEP
Local de internacéo
Enfermaria 35 (83,3%) 25 (96,2%) 60 (88,2%) 0,1416
uTI* 7 (16,7%) 1 (3,8%) 8 (11,8%)
Diagndstico
Bronquiolite 18 (42,9%) 8 (30,8%) 26 (38,3%) NA*
Traqueobronquite 9 (21,4%) 10 (38,5%) 19 (27,9%)
Pneumonia viral 8 (19,0%) 3 (11,5%) 11 (16,2%)
Pneumonia bacteriana 4 (9,5%) 3 (11,5%) 7 (10,3%)
Laringite 1(2,4%) 2 (7,7%) 3 (4,4%)
Apneia 2 (4,8%) 0 2 (2,9%)
Tipo de infecgéo
Monoinfec¢éo 23 (54,8%) 23 (88,5%) 46 (67,6%) 0,0068
Coinfecgéo 19 (45,2%) 3 (11,5%) 22 (32,4%)
Tempo de internamento
(em dias)
Mediana 5 5 5 0,4961
IQR* (33;7) (4:8) (4:8)
Necessidade de
oxigénio
Sim 39 (92,9%) 26(100%) 65 (95,6%) 1,000
Nao 3 (7,1%) 0 3 (4,4%)
Necessidade de ventilagdo mecénica
Sim 6 (14,3%) 1 (3,8%) 7 (10,3%) 0,2376
Nao 36 (85,7%) 25 (96,2%) 61 (89,7%)
N° de dias de uso de
oxigénio
Mediana 5 4 5 0,8142
IQR* (2,3-6) (3-7) (3-7)
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TABELA 8 - COMPQRAQAO DAS VA'RIAVEIS CLINICAS E LABORATORIAIS NAS AMOSTRAS DE
VSR COM INSERCAO DE NUCLEOTIDEOS NO GENE G E SEM INSERCAO (Concluséo)

VARIAVEIS CLINICAS E COM INSERCAO SEM INSERCAO TOTAL VALOR
LABORATORIAIS N= 42 (%) N= 26 (%) N=68 (100%) DEP
Febre
Sim 35 (83,3%) 16 (61,5%) 51 (75,0%) 0,0817
Nao 7 (16,7%) 10 (38,5%) 17 (25,0%)
Esforgo respiratério
Sim 40 (95,2%) 21 (80,8%) 61 (89,7%) 0,0969
Nao 2 (4,8%) 5 (19,2%) 7 (10,3%)
Valor da proteina C reativa (mg/dL)
Mediana 1,06 0,38 0,84 <0,0001
IQR* (0,56 ; 2,6) (<0,33;1,47) (<0,33;2,21)
NI* 7 (16,7%) 12 (46,1%) 19 (27,9%)
N° total de leucocitos
(.10%/uL)
Mediana 10.085 10.090 10.315 0,8499
IQR* (8085,0; 14212,5) (7582,5; 16.035)  (7.973 ; 14.598)
Uso de antibiotico
Sim 26 (61,9%) 13 (50,0%) 39 (57,4%) 0,4498
Nao 16 (38,1%) 13 (50,0%) 29 (42,6%)
Evolucéo clinica
Alta hospitalar 41 (97,6%) 26 (100%) 1 (1,5%) 1,000
Obito 1 (2,4%) 0 67 (98,5%)
Doenca grave
Sim 14 (33,3%) 2 (7,7%) 16 (23,5%) 0,0188
Nao 28 (66,7%) 24 (92,3%) 52 (76,5%)

LEGENDA: IQR= intervalo interquartil; NA= néo aplicavel; NI= ndo informado; UTI= unidade de
terapia intensiva.
FONTE: A autora (2015).

Em relacdo a distribuicdo das infec¢Bes por VSR durante os 22 meses de
estudo, considerando as amostras com insercdo de nucleotideos e aquelas sem a
insercao, pode-se observar que com o decorrer do tempo as amostras que possuem
esse genotipo variante, com a insercdo de nucleotideos, comecam a aumentar,
chegando ao ponto de que no ano de 2013 apenas uma amostra ndo pertencia a

esse novo gendtipo (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - DISTRIBUICAO DAS INFECGOES POR VSR COM E SEM INSERGAO DE
NUCLEOTIDEOS NO PERIODO DE JULHO DE 2011 A MAIO DE 2013 (N= 68
AMOSTRAS)

Numero de amostras
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FONTE: A autora (2015).

6.7 RT-PCR CONVENCIONAL DUPLEX PARA AMPLIFICACAO DOS GENES
QUE CODIFICAM AS PROTEINAS G E F E SEQUENCIAMENTO
NUCLEOTIDICO

Um total de 68 amostras positivas no estudo foram sequenciadas, sendo 53
classificadas como VSR do grupo A e 15 do grupo B. Essas 68 amostras foram

utilizadas para a realizacdo das analises.

6.8 ANALISE FILOGENETICA

A definicdo dos gendtipos do VSR € realizada pelo alinhamento dos 270
nucleotideos da segunda porcdo variavel do gene da proteina G, desta forma,
realizou-se o0 alinhamento desta regido, entre as amostras sequenciadas
comparando com sequéncias nucleotidicas de diferentes gendtipos de VSR
depositadas no GenBank (QUADROS 9 e 10).

Na arvore filogenética apresentada (FIGURA 15) é possivel observar as
relacdes filogenéticas entre as sequéncias obtidas comparadas com as referéncias
de distintos gendtipos do VSR do grupo A. O resultado da analise filogenética

evidenciou a circulagédo dos gendtipos: ON1, NA1, NA2 e GAS.
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Na arvore filogenética representada na FIGURA 16, observa-se que as
amostras do grupo B foram incluidas nos genétipos BA-like, ndo obtendo valores de
bootstrap suficiente para suportar alguma diferenciacdo entre os diferentes
genaotipos BA.

Em 2011, das 11 amostras estudadas, 10 pertenciam ao grupo A e uma ao
grupo B. Os genotipos encontrados para o grupo A foram NA1 e NA2 e apenas uma
amostra (2521.11) agrupou-se ao genaotipo GA5. A amostra do grupo B encontrou-se
agrupada ao gendtipo BA, sendo considerada BA-like.

Em 2012, 20 amostras eram do grupo A e 13 do grupo B, apresentando perfil
de variabilidade parecido com o do ano anterior, porém um novo gendtipo do grupo
A, ON1, comecou a circular. Os genoétipos observados para o grupo A foram NA1,
NA2 e ON1. Em relacdo ao grupo B, todas as amostras foram semelhantes ao
gendtipo BA-like.

No ano de 2013, foram analisadas 23 amostras do grupo A e apenas uma do
grupo B. Pode-se observar que em relagcdo ao grupo A, apenas dois genotipos
estavam presentes, ON1 e NA2, sendo que apenas uma amostra (1159.13) estava
relacionada ao gendtipo NA2. A amostra do grupo B também foi considerada BA-
like.
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FIGURA 15 - ARVORE FILOGENETICA COM AMOSTRAS DO VSR GRUPO A (GENE G) USANDO
O METODO DE MAXIMUM LIKELIHOOD
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FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 16 - ARVORE FILOGENETICA COM AMOSTRAS DO VSR GRUPO B (GENE G) USANDO

O METODO DE MAXIMUM LIKELIHOOD.
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7 DISCUSSAO

A alta taxa de deteccdo do VSR entre as amostras analisadas pelo
laboratorio de virologia reflete a populacdo atendida por esse hospital, que por ser
classificado como um hospital terciario atende casos considerados mais graves. A
maioria das unidades que encaminham amostras para esse laboratério pertence a
pediatria ou aos cuidados relacionados com pacientes com doencas hematologicas,
como a quimioterapia e o transplante de células tronco-hematopoéticas. Como o
intuito era verificar a especificidade viral capaz de tornar o VSR mais adaptado para
infectar criancas consideradas saudaveis, optou-se por selecionar as amostras que
eram encaminhadas pelas unidades pediatricas e que ndo tivessem relacdo com
aguelas com os cuidados hematoldgicos.

A deteccdo de VSR em 28% das amostras encaminhadas ao laboratério de
virologia do HC i UFPR, demonstra taxas de incidéncia similares ao que foi
observado em outros estudos de ITRI em pediatria, como no trabalho de Lamarao et
al. (2012) em Belém i PA, que apresentou taxas de 23 a 61%, Silva (2014) que
encontrou 33,4% de VSR entre as amostras estudadas em Curitiba T PR e Tsuchiya
et al. (2005) na mesma regido deste estudo, que relatou incidéncia de 19,3%. Ja na
cidade de Sao Paulo, dois estudos tiveram resultados diferentes com relacdo a
incidéncia, Vieira et al. (2001) mostrou que a incidéncia deste virus em criancas
hospitalizadas com doenca do trato respiratorio inferior era de 41, 8% e Reis (2006)
encontrou 11,3%, reforcando o que se conhece de que o padrédo de circulacdo do
VSR pode variar de regido para regido e de ano para ano e que ainda multiplos
gendtipos podem co-circular durante um mesmo surto epidémico (TAPIA et al.,
2014).

A populagéo analisada apresentou padrdes considerados por outros autores
cujo trabalho tratava da descricdo das particularidades desse virus. A maioria das
criancas pertencia ao grupo de lactentes menores de um ano, apresentando
mediana de idade de 6 meses (IQR 2 ;11) em relacdo ao total de amostras, porém
gquando compara-se 0S pacientes acometidos pelo virus pertencente ao grupo
monoinfectado, percebe-se que essa mediana de idade fica menor, 4 meses (IQR 2 ;
9,3), talvez ligada a uma maior imaturidade do sistema imune em combater a

infeccéo, facilitando a disseminacéo viral.
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A alta frequéncia de criancas menores de um ano de idade (57/70, 81,4%)
encontrada neste estudo concorda com o que € descrito sobre o VSR no trabalho de
Cruz (1998), que cita que os picos de incidéncia da infeccdo acontecem entre o
segundo e o sexto més de idade, mostrando que 87% das criancas estudadas eram
menores de um ano e 71,7% eram menores de 6 meses e com o0s dados relatados
por Reis (2006), onde a maioria dos acometidos pelo virus eram lactentes com
idades entre 1 a 21 meses, com meédia de 6,4 meses e mediana de 5 meses.
Igualmente foi reportado por Vieira et al. (2001) que todas as criancas afetadas pelo
VSR eram menores de 3 anos de idade, sendo a maior parte de menores de um
ano. Costa et al. (2009) em seu trabalho realizado em Portugal também encontrou
uma mediana de quatro meses de idade, com 75% das criancas apresentando idade
igual ou inferior a oito meses.

A maioria das criancas afetadas era do sexo feminino (54,3%) ao contrario
do que foi relatado por Vieira et al. (2001) e por Costa et al. (2009), porém o0 sexo
nao foi identificado como um fator de risco significativo para a infeccdo por VSR
nesse trabalho, embora quando compara-se o grupo de monoinfeccdo com o de
coinfeccao percebe-se diferenca significativa entre os grupos, relacionando os casos
de coinfeccao viral com o sexo feminino (p=0,0425). Mesmo assim, alguns achados
mostram um predominio da infeccao pelo VSR em criancas do sexo masculino, nao
relacionando o motivo dessa preferéncia (MARTINELLO et al., 2002).

A maioria das criancas apresentou esfor¢o respiratério (90%) e necessidade
de oxigénio (95,7%), o que deve ter sido o motivo da indicacdo da internacdo. Além
disso, ressalta-se que nessa faixa etaria a doenca tem caracteristicas de maior
gravidade, exigindo, portanto, a hospitalizacdo com pronta e eficaz intervencéo
médica (LAMARAO et al., 2012).

Essa maior gravidade deve ser provavelmente uma consequéncia da primo-
infeccdo que pode cursar com doenca com maior atividade inflamatéria, assim como
ser decorrente de outros fatores, como calibre das vias aéreas reduzido, comum nos
primeiros meses de vida, a auséncia de ventilacdo colateral efetiva pelos poros de
Khon® e a menor distensibilidade da caixa toracica que tornam grave a obstrucdo
inflamatoria que ocorre na bronquiolite (HOLMAN; SHAY; CURNS, 2003).

Poros de Kohn, osficiaso prajsiepase dies esrcontigeos, duaxiliando ad v ® o |

comunicacao alveolar. Fonte: ESSAwiki-BETA, 2015.
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Da mesma forma, a maioria das crianc¢as incluidas no estudo nasceu a termo
(77,1%), ou seja, com mais de 37 semanas de gestacdo. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criancas nascidas antes de 37 semanas
completas de gestacdo (<259 dias), contadas a partir do primeiro dia do ultimo
periodo menstrual, sdo definidas como pré-termo (BRASIL, 2006).

Entre todas as amostras analisadas, observou-se que a maioria das criancas
nao apresentava os fatores de risco como prematuridade, historico familiar de asma,
historia pessoal de atopia, internacdo prolongada e DPOC, previamente citados por
Vieira (2009) e Faria (2012), os quais poderiam favorecer a sua contaminagao pelo
VSR. J4& em relacdo a DPOC, houve diferenca significativa entre a distribuicdo dos
casos de pacientes sem DPOC e a presenca de insercdo na sequéncia de DNA
(p=0,0164), mostrando que a contaminac¢ao ndo teve relagcdo com um fator de risco,
mas sim ao fato do virus apresentar essa modificacdo na sequéncia de nucleotideos,
nao sendo entdo reconhecido pelo sistema imune.

A maioria das criancas ndo tinha historico de internamento prévio por
quadros respiratorios (75,7%), concordando com os achados de Costa et al. (2009)
onde 77,3% nao havia referenciado episédios prévios de bronquiolite.

De acordo com Cruz (1998) parte das criangcas hospitalizadas com ITRI
apresenta melhora clinica ap6s 3 1 4 dias, e a maioria recebe alta apés 3 1 8 dias,
corroborando com a mediana encontrada neste estudo, que foi de 5 dias (IQR 4 ; 8).
O mesmo valor de mediana foi encontrado por Costa et al. (2009), onde 75% das
criancas internadas permaneceram por um periodo igual ou inferior a 7 dias. Cruz
(1998) também cita que a hospitalizacdo prolongada tem sido associada a idade
inferior a 6 semanas, necessidade de intubacéo, ventilacdo mecéanica e presenca de
doencas cardiacas ou respiratorias de base.

O fato de ndo conseguir relacionar a maior predisposicdo a infeccédo pelo
VSR nas criancas expostas ao tabagismo passivo, como ja relatado por Vieira (2009)
e Faria (2012), foi o fato de que muitas vezes nao se encontrou essa informacao no
prontudrio (8,6%). Ressalta-se que para estudos que buscam o perfil epidemiolégico
de uma determinada populacdo atendida, dados que poderiam auxiliar na melhora
dos programas de saude na comunidade nao séo fornecidos muitas vezes por nao
serem questionados.

No presente estudo, o principal diagndstico foi bronquiolite (38,6%), seguido

por traqueobronquite (28,6%) e pneumonia viral (15,7%), concordando com o0s
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achados de Popow-Kraupp e Aberle (2011) e Paris (2012) que dizem que durante a
primeira infeccdo, 25 a 40% das criangas infectadas tiveram sinais e sintomas de
bronquiolite e pneumonia. Vieira et al. (2001) também encontrou um predominio de
casos de bronquiolite e pneumonias focais, assim como Cruz (1998), que em seu
estudo verificou que o VSR foi responsavel por 71,4% das bronquiolites, 33,3% das
broncopneumonias e 45% das traqueobronquites. Kim et al. (1973) também citam
gue as manifestacdes clinicas associadas ao VSR séo dependentes da idade e que
até o segundo ano de vida, predominam os quadros de bronquiolite e pneumonia, e
com menor frequéncia a traqueobronquite e laringotraqueobronquite (KIM et al.,
1973).

A proteina C reativa é a principal proteina produzida na fase aguda da
inflamacédo (COSTA et al., 2009) e também pode ser utilizada pelos clinicos para
auxiliar na diferenciacdo entre etiologias bacterianas e virais nos processos
infecciosos. Costa et al. (2009) também cita que a proteina C reativa pode ser usada
como um marcador de gravidade para os casos de bronquiolite.

De acordo com Lamar«o (2012), ut il
1,87 mg/dL, pode-se excluir infeccdes bacterianas graves de uma doenca viral
autolimitada em lactentes febris menores de trés meses de idade. Assim, baixos
niveis de Proteina C Reativa podem sugerir uma infeccéo viral e dependendo dos
outros achados clinicos, permitem que o clinico tome a decisédo de suspender 0 uso
de antibidticos durante a internacdo, porém valores elevados também podem estar
associados com doenga invasiva e ndo necessariamente a etiologia bacteriana
(COSTA et al., 2009).

Neste estudo, a mediana dos valores da proteina C reativa foi de 0,84 mg/dL
(IQR 0,33 ; 2,21), porém em aproximadamente 27% dos casos, esse exame nao foi
relatado no prontuario. Como ndo se conseguiu essa informacdo para todos os
pacientes, algumas correlacbes ficaram prejudicadas, dando a entender que nos
casos onde ndo houve a insercdo dos fragmentos de nucleotideos também né&o
houve alteracdo dos valores da proteina C reativa, ficando com a mediana de 0,38
mg/dL (IQR 0,33 ; 1,47), considerada um valor dentro da normalidade para essa
faixa etaria. Porém, quando observamos que esse resultado ndo constava no
prontuario de quase metade desses pacientes (46,2%), questiona-se que talvez
esses valores nao representem a realidade apresentada clinicamente por todos que

tinham a infeccao.

Zandc
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Em relacdo ao numero de leucdcitos, Costa et al. (2009) demonstram que a
contagem leucocitaria ndo tem utilidade demonstrada no diagnéstico ou como
orientador do tratamento da bronquiolite, mesmo essa sendo considerada uma
doenca bastante prevalente entre as criancas, poucos dados existem relatando a
eficicia e utilidade clinica de outros exames laboratoriais, como no caso da proteina
Creativa.  Neste trabalho, o nimero de leucécitos encontrado estava dentro dos
parametros da normalidade, que segundo Ferreira et al. (2005) para criangas de 1 a
23 meses, sdo de 6000,0 a 14000,0.10%uL leucécitos.

Observou-se também que 12,9% das criancas infectadas pelo VSR foram
internadas em UTI e 95,7% necessitaram de oxigenoterapia, valores mais altos do
gue foi encontrado por Costa et al. (2009), onde 2,8% dos pacientes precisaram ser
internados em UTI e 64,8% das criancas precisaram de oxigenoterapia para mantér
a saturacao de oxigénio superiores a 92-95%.

De fato, os quadros clinicos mais graves, caracterizados por apneia ou
insuficiéncia respiratéria grave, as complicacbes e a mortalidade sdo mais
frequentes em determinados grupos de risco e/ou devido a fatores de risco, quer
demograficos, quer ambientais, que predispde as crian¢as a infeccdo grave por VSR
e consequente hospitalizagdo (FARIA, 2012).

Segundo Sly e Jones (2011), em muitos lugares, criangas internadas com o
quadro tipico de bronquiolite viral aguda e que tenham VSR detectado em uma
amostra respiratoria ndo deveriam ser tratadas com antibiético, no entanto, em
algumas regides, mesmo que se constate que o agente etiolégico é um virus, se
esta crianca apresentar outros fatores que podem estar associados com maior
gravidade, como desnutricdo ou comorbidades, onde o risco de -coinfeccéo
bacteriana € maior, a conduta recomendada seria de utilizar o antibiotico. Desta
forma, nesse estudo o antibiético foi utilizado em 57,1% das criangas, mostrando
que muitas vezes, prevaleceu a conduta empirica e preventiva, ja que criancas
nessa faixa etaria podem apresentar instabilidade nos dados vitais, podendo agravar
seu quadro clinico em pouco tempo.

Percebe-se que € muito importante a coleta da amostra respiratoria durante
essas infec¢cdes e o rapido diagndstico, a fim de restringir o uso de antibioticos para
as criancas que realmente necessitem e para fornecer melhores terapias profilaticas.

Por outro lado, uma vez que a prescricdo desenfreada de antibiéticos para

doencas de origem viral € um fator que contribui para 0 aumento da resisténcia aos
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antibiéticos de algumas bactérias prevalentes na populacao pediatrica, o diagndéstico
viral rapido e preciso pode ser um importante componente de um plano de
contencao das resisténcias microbianas (FARIA, 2012).

As taxas de codeteccao viral relatadas em criancas pequenas variam de 14
a 44%, embora nem todos os estudos incluam o rinovirus. Na maioria dos estudos
que testaram o rinovirus, esse é o segundo ou terceiro virus mais frequente (SLY;
JONES, 2011). Neste estudo houve 31,4% de coinfec¢do, concordando com o que
foi dito anteriormente, porém o virus mais frequente em conjunto com o VSR foi o
rinovirus (54,5%), seguido pelo adenovirus (9,1%) e pelo parainfluenza do tipo 4
(9,1%). Paris (2012) relata que em pacientes pediatricos, a taxa de excrecao viral é
em maior quantidade e por um periodo mais longo do que em adultos, podendo
explicar a presenca de mais de um agente viral no exame diagndstico. Assim, se
houvesse a quantificacdo da carga viral contida na amostra, seria possivel
discriminar entre um virus que realmente esta causando a doenca respiratéria aguda
e agueles virus que foram detectados simultaneamente, porém nao apresentam
relacdo causal com os sintomas clinicos reais (POPOW-KRAUPP; ABERLE, 2011),
seguindo essa mesma ideia, Sly e Jones (2011) citam que o rinovirus pode infectar o
epitélio brédnquico e pode permanecer nas vias aéreas de criangas apos a resolucéo
dos sintomas clinicos agudos, explicando, em partes, a sua alta deteccéo.

Alguns estudos relatam que o rinovirus é responsavel por casos de rinite
infecciosa comum (trato respiratério superior), esta associado com exacerbacdes da
asma e com doenca aguda do trato respiratério inferior, designadamente pneumonia,
de modo especial em pessoas com DPOC, fibrose cistica e imunocomprometidos
(KESSON, 2007; PAULA et al., 2011). Outros autores também sugerem que 0s
rinovirus estao implicados em coinfeccdes do sistema respiratério, resultando numa
maior gravidade das manifestacfes clinicas (PAULA et al., 2011). Em relacdo ao
adenovirus, Costa et al. (2009) citam que ele estd associado a uma resposta
inflamatoria intensa, podendo mimetizar os pardmetros de uma infecgcéo bacteriana,
verificando-se também que induz a elevagdo nos valores da proteina C reativa
durante a infeccéo, podendo justificar o fato de alguns clinicos recomendarem 0 uso
do antibidtico durante o tratamento.

Neste estudo também se observou que 33,3% dos pacientes apresentaram
doenca grave, ou seja, precisaram ser internados em UTI e/ou necessitaram de

ventilacdo mecanica. A constatacdo da doenca grave apresentou uma relacao





































































